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Dans une note présentée a |’Académie des Sciences en 
1930 [4] jai établi le fait de exhalation de l’ammoniac par 
des cultures d’Azotobacter sur des plaques de silice gélati- 
neuse strictement dépourvues d’azote combine. 

Dans le travail détaillé paru en 1932 [2] les résultats sui- 
vants ont été énoncés : 

1° La végétation des Azotobacter dans les conditions ci- 
dessus indiquées est toujours accompagnée de dégagement 
d’ammoniac libre, & peu d’exceptions pres. 

2° Ce dégagement est insignifiant et tardif, jusqu’a paraitre 
nul, en présence de « bons aliments », tels que Mannite, Glu- 
cose, Lactate de calcium. 

3° L’exhalation est plus précoce et abondante dans des 
conditions ot le pH du milieu s’éléve rapidement en s’appro- 
chant de 9,0. Cet effet de blocage exercé par le facteur alca- 
linité suggére Vidée du réle de l’ammoniac comme produit 
intermédiaire de la fixation. 

4° Les sels alcalins des acides organiques — butyrate, acé- 
tate, lactate, benzoate — sont particuliérement favorables a 
une exhalation précoce, 4 cause de cette élévation du pH, qui 
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est la suite immédiate des premiéres pullulations. Gombinés 
au calcium, ces acides ne produisent plus cet effet, ce qui fait 
conclure que l’effet dépend du cation. 

5° L’usage de l’alcool éthylique — substance largement 
répandue dans la nature — comme seul aliment organique, 
est particulisrement & recommander, lorsqu’il s’agit d'une 
étude approfondie du phénoméne dans des conditions en 
quelque sorte normales. 

6° Faible dans les cultures jeunes, l’exhalation s’éléve dans 
les cultures vieillissantes, ot l’aliment commence & manquer. 
Le maximum est atteint au cours de l’autolyse et de la mort 
des cellules. 

7° Ces derniéres, mortes, séchées, désorganisées, leur sub- 
stance continue 4 dégager l’ammoniac, aussi longtemps que 
dure l’expérience. L’énigme de cette chronicité est restée 
entiere. 

8° En face de ces observations, l’hypothése a été émise qu'il 
ne peut s’agir dams ce cas d’une désamination, quelle qu’en 
soit la cause, mais d’un phénoméne de synthése catalysé par 
un systéme enzymatique spécial. 

Ces conclusions ont soulevé des critiques de la part de Dean 
Burk et coll. [3]. On y a déja répondu [4], de sorte qu’il suffira 
d’y revenir 4 la lumiére des nouveaux résultats, au cours de 
la description des expériences et de la discussion finale. 


Méthode expérimentale. 


Nous allons décrire briévement le détail des opérations, 
pour n’y plus revenir dans l’exposé des expériences. 

On se sert exclusivement de cultures sur plaques de silico- 
gel, dont la préparation a été maintes fois mentionnée dans 
nos écrits, ainsi que la formule de la solution de sels miné- 
raux dont on l’imprégne [5, 6]. On y ajoute une petite dose 
de carbonate de calcium, ou du carbonate basique de magné- 
sie, de maniére que la surface soit couverte d’une mince 
couche de carbonate, aprés l’évaporation de la nappe liquide. 
On stérilise & Vautoclave 4 120°. La couche de gel en sort 
parfois quelque peu dérangée, ce qui n’a pas d’importance, 
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du moment qu’il ne s’agit pas de morphologie dans le cas. 
Souvent un simple ébouillantage peut suffire. 

Selon le cas, les boites de Petri de 10, de 20 et 25 centi- 
métres de diamétre serviront pour les expériences. 

Avec les sels nutritifs minéraux, les plaques recoivent une 
dose d’aliment hydrocarboné, de préférence de 1’éthanol 
absolu ou des sels d’acides organiques : butyrates et benzoates. 

Quant aux Azotobacter, on utilise des souches isolées a 
nouveau du sol et des eaux, en évitant les souches de collec- 
tion cultivées sur le milieu standard a glucide. Deux espéces 
bien caractérisées du genre Azotobacter — Az. vinelandi et 
Az. agilis (Azomonas) — ont été choisies pour les expériences, 
au lieu du groupe Chroococcwm, employé dans le travail 
de 1932. L’espéce & pigment vert, Az. vinelandi, et 1’ Azomo- 
nade, sont préférables, car la premiére ne produit sur |’alcool 
que trés peu de formes de repos, de kystes, la seconde n’en 
produit point du tout ; on est donc str d’opérer avec des états 
végétatifs, presque sans mélange de formes de repos, lesquelles 
paraissent se comporter autrement, au point de vue du phéno- 
méne qui nous intéresse. On ensemence toujours sur toute la 
surface avec une suspension relativement riche en cellules. 

Quelques remarques sur les procédés d’analyses employés 
pour le dosage de l’azote fixé et le dosage de l’azote exhalé 
par les plaques ne seront pas inutiles, quoique les mémes 
méthodes aient déja servi dans les recherches précédentes. 

Le dosage de l’azote fixé a lieu au bout de six A dix jours 
d’incubation a 35°, selon la dose de l’aliment. Avec de l’alcool 
comme aliment, le moment de sa disparition est bien recon- 
naissable simplement par l’odeur ; toute odeur alcoolique dis- 
parue, on garde la boite encore vingt-quatre heures a |’étuve, 
pour étre plus sir que la dose de l’aliment est bien épuisée. 
On séche alors les cultures en placant les boites, ouvertes, 
sur une plaque métallique chauffée & 580°-55°. Au bout de 
vingt-quatre heures, la couche de gel est transformée en menu 
eravier, que l’on introduit sans perte dans des ballons Kjel- 
dahl. On se tient, autant que possible, au procédé micro-kjel- 
dahl : ballon de 50 cent. cubes, appareil de distillation de 
Parnas et Wagner. Si la masse du gravier est trop volumi- 
neuse pour un ballon de 80 cent. cubes, on se sert d’un ballon 
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de 100 cent. cubes ; dans ce cas, on porte le produit de la 
combustion sulfurique & 400 cent. cubes, on laisse refroidir 
et on préléve 10 cent. cubes pour les distillations. On les 
répéte deux ou trois fois, autant qu’il faut, pour que les résul- 
tats soient strictement d’accord. 

La combustion est généralement rapide, la distillation ne 
prend que trois minutes, a partir du premier jet de vapeur. 
Le produit de la distillation est soumis & la nesslérisation. 

En ce qui concerne cette derniére opération, on controle la 
sensibilité du réactif employé, lequel doit produire une teinte 
bien perceptible dans un tube de Nessler chargé de 50 cent. 
cubes d’eau bidistillée contenant 1 y d’azote ammoniacal. En 
appliquant pour la préparation du réactif la formule recom- 
mandée par Treadwell, on satisfait facilement & cette exi- 
gence (voir Lehrbuch Anal. Chemie, I, p. 62). 

Pour suivre |’exhalation de l’ammoniac, on s’est tenu & la 
méthode qui consiste 4 nesslériser l'eau de condensation qui 
<’amasse & la surface intérieure du couvercle des boites de 
cultures. Seulement, on s’est efforcé cette fois de l’appliquer 
comme une méthode quantitative, ou plutdt semi-quanti- 
tative. 

Les plaques de gel dégagent spontanément beaucoup d'eau 
\ la température de l’étuve. Cette distillation peut étre activée 
et prolongée & volonté, A condition de restituer au gel l’eau 
perdue. Pour activer cette distillation, on place la boite sur 
une surface chautfée A 40°, A 55°, selon le cas, et on la coiffe 
avec un vase a fond plat rempli d’eau froide servant de réfri- 
gérant. Dans ces conditions, des gouttelettes se condensent 
abondamment sous le couvercle au bout d’une vingtaine de 
minutes, on les enléve avec un peu d’eau bidistillée et on 
nesslérise. On apprend bientOt & manipuler de maniére que 
la rosée abondante ne retombe pas sur la plaque, ni s’écoule 
au dehors. L’essentiel, c’est de se servir de deux couvercles, 
en tenant celui de rechange a la température de 60°-65°. En 
procédant strictement de la méme maniére, on obtient des 
chillres assez concordants, dans les mémes conditions. Le 
nombre de ces courtes distillations a température modérée, 
que l'on peut exécuter sur une seule et méme plaque est, pour 
ainsi dire, illimité ; en totalisant Jes chiffres de dosage 
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obtenus, on peut déterminer le produit total pour une cer- 
taine période, ou bien le total général jusqu’A 1’épuisement 
définitif du dégagement. 

Les défauts de ce procédé, quelque peu primitif, sont évi- 
dents. D’un cété, il est sujet & des pertes, dont il n’est pas 
possible de déterminer le taux ; d’un autre, il dépend trop 
de la diligence de l’observateur, c’est-d-dire du nombre et de 
la fréquence des distillations exécutées. Tout de méme, manié 
comme on le verra, il permet de suivre de prés l’exhalation 
de l’ammoniac, en donnant une idée sulfisante de la capacité 
de dégagement. Il est possible de réduire le nombre des 
nesslérisations, en recueillant les eaux de lavage de plusieurs 
distillations et en les portant & un volume déterminé que l’on 
nesslérise, mais la nécessité de répéter au cours de longs mois 
la méme opération rend le travail fastidieux. On n’a pas 
manqué, bien entendu, de chercher un procédé plus « auto- 
matique » : culture dans un flacon de Roux ventilé au moyen 
de la trompe, lair épuré barbotant dans de l’eau acidulée. 
Mais la distillation ne marchait alors qu’é la cadence de 
2-4 gammas en deux heures ; et puisqu’il ne pouvait ¢tre 
question de la pousser par la température élevée, ou par le 
vide, force était de s’en tenir au procédé, soi-disant, primitif. 
1] est bien le meilleur dans ce cas, non seulement a cause 
d’une distillation rapide et trés abondante par rapport au 
volume du liquide distillant, mais encore et surtout par la 
nécessité d’un contréle microscopique vigilant des végétations 
microbiennes. 

On peut affirmer, sans risque de se tromper, qu’en général 
sur un milieu dépourvu ‘d’azote combiné, en présence d’ali- 
ments pauvres, tels que l’éthanol, le butanol, les butyrates 
et les benzoates, seuls les Azotobacter sont capables de déve- 
lopper une activité mesurable. Un contrdle microscopique 
sévére est tout de méme indispensable, méme si le chercheur 
se sert de cultures étiquetées pures et provenant de la meil- 
leure source. Nous avons déja eu loccasion d’attirer l’atten- 
tion sur le fait que les cultures d’Azotobacter isolées selon les 
régles de l’art ne contiennent que trop souvent des germes 
étrangers latents [4, 7, 8], capables de repulluler, quand le 
milieu s’enrichit en azote et en produits d’autolyse. La menace 
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d’invasion augmente considérablement quand l’aliment hydro- 
carboné est un sucre, sans parler d’un aliment azoté qui 
conduit & un refoulement des Azotobacter, ceux-ci pouvant 
parfois servir de pature a l’envahisseur. La méconnaissance 
de cette source d’erreur a déja conduit des biochimistes dis- 
tingués A des conclusions totalement erronées, malgré une 
étude chimique trés compléte de leurs cultures (voir Revue 
critique [4)). 

Dans notre cas, le contréle est A renouveler tout le long des 
manipulations, au cours desquelles la possibilité d’une infec- 
tion accidentelle n’est pas a nier. Pour rendre le contrdle plus 
efficace, sans multiplier les préparations, on laisse couler sur 
la surface de la plaque une petite quantité d’eau et on balance 
la botte de maniére a obtenir une suspension homogéne : les 
préparations que l’on retire sont alors si uniformes, qu’il suffit 
d’en examiner deux ou trois, pour se faire une idée précise des 
végétations qui s’étendent sur toute la surface. On séche une 
erosse goutte, on fait agir le Fast acid blue R (violamine) 
phéniqué, on lave, on colore avec une solution aqueuse assez 
étendue de violet de gentiane [7] (p. 359). L’observateur fami- 
her avec la morphologie des Azotobacter (condition indispen- 
sable !) reconnait alors du premier coup d’ceil les formes 
étrangéres, sil s’en trouve, parmi les pullulations massi- 
ves, entiérement homogénes des Azotobacter ; surtout les 
formes étrangéres en batonnet attirent immédiatement 1’ceil, 
méme s'il n’y a que 1-2 unités par champ. Dans ce cas, les 
végétations sont notées « autant que pures » ; s’il y en a plus, 
disons, quelques dizaines par champ, la culture est mise A 
Vindex comme suspecte. L’observation n’en perd pas son 
intérét, car un mélange de végétations massives d’Azotobacter 
avec de faibles pullulations de formes commensales est carac- 
téristique de loecologie spéciale de ces fixateurs. 


Expériences avec des cultures sur plaques. 


Pour ¢tre plus succinct, on en fera la description de maniére 
‘« poser des questions précises et & y répondre par des expé- 
riences choisies parmi un grand nombre d’autres, comme les 
plus démonstratives. 
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Tous les chiffres des dosages, sauf ow il est indiqué autrement, sont 
en gammas. 

Toutes les plaques sont ensemencées avec Vespéce ad pigment vert. 
sauf ow il est fait mention d’une autre. 

Abréviations : P. 10, P. 20, P. 25 veut dire botte de Petri de 10 centi- 
métres de diamétre & 30 cent. cubes de gel, de 20 centimétres de dia- 
métre @ 200 cent. cubes de gel, de 25 centimetres de diamétre & 250 cent. 
cubes de gel, imprégné d’une dose convenable de sels minéraur. 

Az, am. ; azote ammoniacal. 

Amm. : ammoniac. 

Carb. Ca. : carbonate de calcium. 

Carb. Mg. : carbonate basique de magnésie. 


I. Est-il hors de doute que le dégagement d’ammoniac 
peut débuter dans une culture jeune, libre de tout germe 
étranger ? — Toutes les expériences que nous avons effec- 
tuées, au cours de plusieurs années, concordent pour répondre 
& cette question par l’affirmative. Celles qui suivent ont été 
exécutées spécialement pour vérifier ce point fondamental. 
Elles ont été suivies par un contréle microscopique journalier, - 


au cours de la premiére dizaine de jours de l’incubation. 


Expérience 1. — N° 1. P. 20. Aliment : butyrate de soude a la dose 
de 3 grammes. Carb. Ca. : 0 gr. 5. 

N° 2. P. 20. Comme n° 1, mais dose de butyrate 1 gr. 25. 
N° 3. Comme n° 1, mais dose de butyrate 0 gr. 5. 


Ne 4. P. 20: Aliment :éthanol absolu : 1c. c. 0. Carb. Me. : 0 gr. 5: 
Ne 5. P. 20. Aliment : benzoate de soude : 2 gr. 0. Carb. Ca. : 0 gr. 5. 
N° 6. P. 20. Aliment : éthanol absolu : 1c. c. 0. Carb. Mg. : 0 gr. 3. 
N° 7. 5 P. 10. Aliment : éthanol absolu : 0c. c. 2. Carb. Ca. : O-gr. 1. 


Les chiffres des épreuves se rapportent a l’une de ces boites. 
N° 8. 6 P. 10. Aliment : butyrate de soude : 0 gr. 1. Epreuves exécu- 
tées sur l’une du lot de six. 

Le tableau microscopique accuse partout une pullulation florissante, 
parfaitement homogéne et pure. Aucune trace d’autolyse n’est remar- 
quée au cours de la premiére dizaine de jours. 

Tous les chiffres se rapportent au produit d’une double distillation 
nesslérisée dans le méme tube. 

Avec le n° 3 (a 0 gr. 5 de butyrate de soude), et surtout avec le n° 4 
(éthanol et Carb. Mg.), on a multiplié les distillations au cours de la 
méme journée, sans que le rendement accuse un fléchissement. Il 
n’était pas possible de procéder ainsi partout. [I s’ensuit que la majo- 
rité des chiffres notés n’indiquent la capacité du dégagement que d’une 


maniére trés imparfaite. 


On a prétendu (Dean Burk et coll.) que la production d’am- 
moniac sur les plaques jeunes a l’état de végétation active 
s’expliquerait par la répartition inégale de Valiment dans la 
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Rendements en az. amm. par double distillation. 


NUMEROS 


Traces . 


Traces. 


Traces. 


couche de gel ; non épuisé entiérement, il le serait par places, 
ce qui conduirait a des états d’inanition et d’autolyse loca- 
lisés. Cette opinion est contredite par le fait que ]’exhalation 
se déclare au début méme des pullulations sur des plaques a 
forte dose d’aliment, et cela aux dépens de substances aussi 
rapidement dilfusibles que l’alcool ; il ne saurait done étre 
question d’un épuisement, méme des plus localisés. 

A la suite de ces expériences, la capacilé des jeunes cultures 
de libérer lammoniae ne laisse plus place & aucun doute. 


Il. Effet de la qualité de l’aliment carboné et de la dose. — 
Comme il a été dit, 1’éthanol est l’aliment de choix pour 
étude du phénoméne : la pullulation y est trés active, sans 
exubérance, le cycle des formes normal, le pH relativement 
stable. L’autolyse s’y développe tardivement ; il y a toujours 
un délai considérable entre le moment de l’épuisement ali- 
mentaire et les premiers symptémes de l’autolyse. Ceci a 
condition d’employer le carbonate calcique et non le carbo- 
nate magnésique. 
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On congoit l’importance du fait d’une autolyse tardive, pour 
réfuter opinion qui voit la cause de l’exhalation exclusive- 
ment dans une désamination de nature autolytique. Or, toute 
trace d’autolyse, si facile & observer par simple examen micro- 
scopique, manque totalement dans les cultures & éthanol avec 
CaCO;, comme base, ot: le dégagement d’ammoniac est déja 
bien notable. 

Avec le carbonate de Mg, l’autolyse est nettement plus pré- 
coce. Elle l’est encore plus avec le butyrate et le benzoate 
sodique, dont on conclura que l’alcalinité du milieu est un 
lacteur qui la favorise. Ceci n’empéche pas les cultures d’appa- 
raitre florissantes, au cours de la période logarithmique des 
pullulations. 

L’expérience qui suit est destinée A comparer l’effet du 
glucose et de la mannite, avec celui de l’alcool qui nous sert 
en quelque sorte d’étalon. 


EXPERIENCE 2. — Trois P. 20. N° 1 recoit 1 c. c. 0 d’éthanol ; n° 2, 
4 grammes de glucose ; n° 3, 2 grammes de mannite. Sur n°® 2 et 3, 
couches glaireuses épaisses au bout de quarante-huit heures. Sur n° 1, 
la teinte verte apparait au bout de quarante-huit heures, suivie par la 
formation d’un film couvrant toute la surface. 

Les chiffres du tableau se rapportent 4 une seule distillation. 


JOURS 

NUMEROS eee 
1 2 a 4 5 6 7 8 9 10 

dl os ooh ep Oe — 3 4 5 4 10 5 16,6 —_ 
GG 86 = == 0 0 0 3 6 14 9 — 

3 oedligic.s = = 0 0 0 0 0 0 3 0 


L’expérience confirme la conclusion énoncée déja dans le 
mémoire de 1932, A savoir qu’en présence du glucose et de 
mannite avec CaCO,, comme base, le dégagement est insigni- 
fiant et tardif, ou nul, particulitrement en présence de la 
- mannite. 

Le résultat de cette expérience est incompatible avec l’opi- 
nion qui attribue aux cellules azotobactériennes une aptitude 
spéciale & la désamination oxydative. La disproportion des 
végétations, provoquée a dessin, était des plus marquées 3 
il y avait donc lieu de s’attendre 4 une exhalation bien plus 
abondante de la part des cultures exubérantes, en rapport 
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avec la masse des cellules sur glucides d’un coté, sur alcool, 
de l’autre. Or, c’est justement le contraire qui a eu lieu. 

Une seule expérience a été exécutée avec de l’alcool buty- 
lique normal, comme seul aliment. Mais elle mérite d’étre 
signalée en vue du résultat nettement négatif qu’elle a donné. 

EXPERIENCE 3. — P. 20 A 2 cent. cubes butanol, 0 gr. 2 de Carb. Ca. 
Pendant plusieurs jours, aucune végétation. Ce n’est qu’au bout de 
la quinzaine que !|’on trouve le gel verdi et couvert d’un mince film. 

L’examen microscopique montre que les végétations sont entiérement 
composées de kystes : tableau que l’on trouve sur les photos 7 et 8 du 
mémoire sur la morphologie des Azotobacter, ot l’influence kystogéne 
du butanol a été déja notée [7]. On reprend les distillations et on les 


poursuit au cours d’une vingtaine de jours, mais on n’y décéle jamais 
aucune trace d’ammoniac. 


Il apparait donc que les cellules & l'état de repos ne libérent 
pas d’ammoniac : résultat intéressant, auquel on pouvait du 
reste s’attendre. Il ne sera pas toujours facile de l’obtenir 
avec cette netteté, car pour cela lenkystement doit étre total 
et non partiel, ce qui est le cas le plus fréquent. 

Quant & la dose de l’aliment, il doit certainement exister 
un rapport quantitatif entre celle-ci et le rendement total en 
ammoniac ; mais la durée de l’exhalation rend ce rapport trés 
jong a établir. Autant qu’il ne s’agit que de la capacité du 
dégagement, ce rapport n’est pas toujours apparent, car le 
rendement & un moment donné dépend de plusieurs facteurs 
différents, qui sont indépendants de la dose. 

Ce qui est certain, c’est que la libération n’est pas provo- 
quée directement par la pénurie en aliment, comme l’affir- 
ment Dean Burk et K. Horner. Dans leur travail de 1935 [3], 
ils concluent que la production d’ammoniac ne devient sen- 
sible que quand le taux pour cent de glucose s’abaisse jusqu’a 
0,01 & 0,03. Récemment, ces auteurs insistent sur l’absence 
de matiére oxydable, d’aliment, comme facteur principal qui 
déclenche l’autolyse des cellules et leur désamination. Il est 
exact que dans les cultures glucosées, la libération débute 
iardivement, quand l’aliment est épuisé ou presque ; mais la 
généralisation de ce fait est une erreur, car il est facile de 
démontrer, ce qui est déja fait, du reste, que l’exhalaison 
peut débuter dans des cultures, ot la concentration des ali- 
ments — tels que éthanol, butyrate, benzoate — est A peine 


OMS AD, 
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entamée par les végétations. Encore qu’avec le glucose méme, 
le dégagement peut débuter A une concentration qui dépasse 
de beaucoup le taux indiqué. 


Ill. Effet de doses d’aliment renouvelées au cours de la 
culture. —Cet effet est nettement inhibitoire, ce qui a été déja 
noté dans le travail de 1932, mais en l’interprétant d’une 
maniére toute différente de celle qui vient d’étre critiquée. 
A condition que Valiment soit épuisé, on obtient en ajoutant 
de nouvelles doses, méme bien faibles, une chute rapide du 
rendement en azote ammoniacal, suivie d’un relévement, a 
mesure que la dose récemment ajoutée s’épuise & son tour. 
Le phénoméne, trés caractéristique, est facile & reproduire avec 
toutes les cultures 4gées, dont les cellules, bien entendu, n’ont 
pas encore perdu la faculté de réagir par une reprise de végé- 
tation a l’aliment frais. 


Exprérience 4. — Deux P. 20; n° 1al1c.c. 0 éthanol, 0 gr. 3 Carb. 
Mg. ;n°2a1c.c. 0 éthanol, 0 gr. 5 Carb. Ca. 
JOURS eal No 2 
ile SA ARES Se prcde Oa wor caters con Ok pcan — _— 
Dare RE DNs. (epaegtaGre: (ton, cuierey rine wore ce 10 = 
Sa eM ES ee naw tSy cole eee’ «s) eM sy 41 2 
OO aE teh Oe en A 38,5 8 
Dae ray ae ono Rio EE eo nace 37 9 
Olen rae San Porte e oy eM ace erie teas ay 10 
ee Seta ge WR te, erect tole rer: (ct settee ole 57 23 
Sarl apg es Sec ae ne 37,5 10 
Da OPS See MCIACRG, Tea SO Cae 40 20 
NORM mentee ets Reet e atta Ney ot st Ae re 41 20 
0 c.c. 5 edhanol. 
Let ce be Weta tis ursi lereiem ofa ce 2 4 
LOGE re easets paar e Me etoe ete. es 4 3 
AMP Mcrmerr ies cone el tag’- Welclre aie elke sire 10 5 
Alsi dirs 0% Bee ot Beem “Cena a De 4d 20 
0 ce. 5 élhanol, 
HG ae eet eon nDy sania ie iy scaearet s-acenfiva'ts oy P's 4 4 
(i Mean ev STEGGm AP os ene ish, waioh— sy Apipise 4 8 
SMO). 0 cre ey ee ae cli ——rieet a me 20 22 
ONE EE Braye pean sss Moe ee 37 30 
Daa Pe se ise Geos, lek SOP RO aE ag, ONES eek eae eer 66,6 100 


0 c.c. 5 éthanol. 
eM eee Ae cee cio PE oS virate sats Os Pegs ene 44 10 


108 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


ExpErience 5. — Deux P. 20. N° 140 c. c. 2 éthanol, n° 2 sans rien. 
Chacune recoit toute une culture de dix jours en fiole Erlenmeyer, 
ayant consommé 0 c. c. 2 éthanol + 0 c. c. 1 butanol. Epreuves paral- 
léles, immédiates : n° 1 donne 4, n° 2 donne 12. Au bout de vingt- 
quatre heures : n° 1 donne 10, n® 2 donne 40. Au bout d’encore un 
jour la différence s’efface- 


IV. Influence des bases, en général, du pH du milieu. — 
Cette influence est déja illustrée par les expériences comparées 
avec le Carb. Ca, d’un cété, le Carb. Mg, de l’autre. En com- 
parant le butyrate de soude avec le butyrate de Ca, a poids 
égaux d’ions butyriques, on obtient un effet encore plus 
marque. 


Experience 6. — Deux P. 20. N° 1 & butyrate de soude, n° 2 a buty- 
rate de calcium. Les deux tenues 4 la température de chambre. 


ARO 2 Pe20 
JOURS a butyrate a butyrate 
de soude de Ca 
Lice wcities eer Merino? (AG. Ce cee ay tly GP Gok 2 0 
Perens 0 Pe ean 8 0 
Sc. el ac lee Khas een aA tie wy Ryle 37,5 1 
OE Seta ee AON ne it 50 4 
LM ose cm Loe io RITES tc 90 3 
LE sp zee eh a aA lah Caer ue eee bal oes rt 90 6 
Si SOh Catia HMO ALA Spt ge oNnS PCat Oy cs 90 10 
MU sere ety (> Grouse stately eee Med eae ewe 150 30 


Qu’un pH plus élevé soit de nature a activer la libération 
de l’ammoniac, cela n’est qu’un fait chimique banal. Mais ce 
gui attire l’attention dans ce cas, c’est que ce sont les cellules 
jeunes a l'état de végétation la plus active qui sont le siége 
de cette exhalation. La pensée physiologique permettrait-elle 
d’admettre une désamination, notable et réguliére, des cellules 
dans leur phase logarithmique, et cela dans un milieu 
dépourvu, ou presque, d’azote assimilable > Méme en envisa- 
geant ce phénoméne, si contradictoire dans son essence, 
comme un phénoméne pathologique, il serait difficile de le 
concevoir. 

Il en est autrement, si on s’explique la libération par un 
déréglement d’un état d’équilibre relatif entre production et 
consommation, qui conduit 4 une accumulation de ’ammoniac 
inutilisée dans les cellules, laquelle finit par s’échapper dans 
ambiance. Cette conception, en qualité d’hypothése, a méme 
servi de point de départ au début de ces recherches. 
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Dans cet ordre d’idées, il convient de noter que le rende- 
ment en azote fixé des plaques additionnées de carbonate 
de Mg est, ordinairement, de 30 p. 100 inférieur au rende- 
ment des plaques additionnées de Carb. de Ca ; ce qui pourrait 
bien étre la conséquence des pertes subies en produit inter- 
médiaire de fixation, l’ammoniac. 


V. Est-il possible de débarrasser les plaques de l’ammoniac 
libre par distillations multipliées, ow de supprimer le dégage- 
ment en les desséchant a douce chaleur ? 


ExpéRieNcE 7. — P. 20 A butyrate de soude Agée de trente jours, dont 
on retire au cours du mois 2.057 gammas d’azote ammoniacal, est 
soumise a des distillations a 42°, dont on exécute une série de quinze, 
en nesslérisant a part l’eau de lavage de toutes les distillations ; opéra- 
tion qui prend pratiquement une journée entiére de travail. 


NUMEROS AZOTE 


des distillations ammoniacal 
LEE MEUM ME ioe Scere Me AMAR TY oU Ne segs! Rene oS) ee ool aoe “a Meets 12 
vag! SMe 6. Ue me tae OD MOO Chee BOE Orc Uni Oe on clone 30 
CERRO SS OM ert Mo nc emein. BURULTEOIC 28,5 
LS a 5 So UR ORT, Ay PERS ai eae ee eS rede. coe are EERE 20 
Big: Soa Se eBay et rR RSA APM ies AIS GS cro tse ay ne 20 
GAMMy Rivera) even, Le ceca Pen Lomas Tah mcys recone Mar alee: Fewhals sachs 20 
Pee kee ee BI loa SR OR on ee et we anne amine ya a as ve) Ceca ok 20 
Se RAAT MES Pre ae Mn IGE Lames os teh eee lic ee ar Mh aeeia  awhe Ate 14 
By oe Ge Cp ete LE COE ee er Rte Ci MERE: tates rede Mie VIC 20) 
IQs. Soong GMs Selena Zl reno cl goer Ome aaa RCO aca 20 
Telia Geen CONT oeS wale ee tia Ctcty PGE as REO “ODS REL CINCH UCEE CaN a! Ob Sewer ane 44 
HED 0 os Sy iA NE Ie SOO BE EE OE dt ria ihe, pera ccctoerc.aciean sci Ole ica 10 
ATP oo la BF on ails NAS el Re a Ari 5 oh omnes ce ko 8 A A coger e it 16 
1S Oy oehecee Reis col cee MG ice ese Came mK ae RRR an Re 20 
I Ree ee ee a cee, Sys, Deen 12,5 
Expérience 8. — P. 20 a éthanol et CaCO,. Au cours d’une période de 


dix jours, on la soumet a un régime de 8 distillations par jour. Les 
rendements des 8 distillations notés ci-dessous, sont obtenus au cours 
des deux jours qui suivent immédiatement cette période de distilla- 
tion forcée. 


NUMEROS 41° JouR 42° JOUR 
des distillations = 
foot ed AO oe we 30 33 
ver en eis ts ee ere 43 Of 
ie cits an: eae Meese 28 ,6 
ne ad a hg tne ae amy a 43 20 
gE MO ote ee ah 30 98 
ye OS a ee ae 2 et aan a 30 20 
SG ae > rere « Ra eitirag te) 20 
Re ee ere este: hs Aa es SU) 90 


Il arrive done qu'un léger fléchissement du rendement au 
bout d’un nombre de distillations se fasse sentir, mais la 
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plaque mise « au repos », on le voit revenir au niveau précé- 
dent ; & moins que le dégagement ne soit déja bien avancé 
sur la voie de son épuisement total. 

EXPERIENCE 9. — P. 20 4 éthanol et CaCO, ensemencée par Az. agilis, 
aprés avoir exhalé 5.544 gammas d’az. amm. est abandonnée pendant 
vingt-cing heures sur une plaque chauffée & 45°. On trouve le gel 
crevassé, ne rendant plus l’eau & la température indiquée. On humecte, 
on distille, on n’obtient que 3 y. Au bout de vingt-quatre heures a 
l’étuve, on recommence les distillations forcées au cours des jours qui 
suivent, et l’on constate que la plaque est revenue aux rendements 
antérieurs au séchage. Les voici alignés : 105, 110, 105, 62,5, 50, 75, 
75, etc. 


Si lent A s’épuiser, le processus ne dénote-t-il pas un dyna- 
misme prolongé, incompatible avec une décomposition biolo- 
gique, généralement assez rapide a s’accomplir > : 

Ce caractére trouvera une expression plus compléte dans le 
paragraphe qui suit. 


VI. La chronicité du dégagement de l'ammoniac. Le bilan 
de l’azote des plaques. — Un certain nombre de ces plaques 
ont été soumises & une observation aussi prolongée que pos- 
sible, dans le but de déterminer leur rendement total. Un 
compte du produit des nesslérisations était soigneusement 
tenu, et il n’y avait qu’a totaliser les chiffres obtenus au jour 
le jour, pour arriver au total général du rendement. 

L’importance de ce total, qui est le fruit de plusieurs cen- 
taines de distillations, est évident, lorsqu’il s’agit d’établir 
Vorigine de l’azote ammoniacal dégagé, sujet principal de 
controverse. 

Laissons la culture fixer l’azote atmosphérique, autant que 
lui permet la dose de matiére énergétique offerte. Dosons 
azote fixé sur une ou plusieurs plaques, pour en établir le 
taux moyen ; soumettons le reste des plaques du lot — exac- 
tement pareilles et tenues dans les mémes conditions — a 
extraction de l’azote ammoniacal, jusqu’A épuisement de 
cette exhalation. Dosons, enfin, l’azote fixé restant sur ces 
plaques 4 dégagement épuisé. On est alors en présence de 
trois chilfres qui sont nécessaires A 1’établissement du bilan 
de l’azote. 


Moe ST 
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entre l’azote fixé initial et l’azote final, on conclura qu'il ne 
s’agit la que d’une simple désamination. 

Si, par contre, on constate que l’azote ammoniacal dégagé 
est en excédent de l’azote fixé, excédent constant et notable, 
dépassant largement les erreurs de l’expérience, on sera obligé 
de chercher sa source dans le réservoir atmosphérique ; les 
traces d’ammoniac et d’acide nitreux que les plaques pour- 
raient absorber de l’air ambiant étant trop disproportionnées 
aux rendements du processus, pour paraitre suspectes, comme 
source. 

En jugeant le bilan, on n’oubliera pas que deux chiffres 
sont établis par micro-kjeldahlisation avec toute la précision 
désirable, tandis que celui de Ja nesslérisation n’est toujours 
qu’approximatif, étant bien au-dessous de la réalité, ce qui 
ne peut qu’augmenter sa valeur démonstrative. 

Malheureusement, la nécessité de manipuler des centaines 
de distillations et de nesslérisations pour arriver a l’épuise- 
ment, n’a permis de dresser un bilan complet qu’avec un 
nombre bien restreint d’expériences. On les décrira avec 
détail, pour illustrer l’allure d’un processus chronique, unique 
en son genre en microbiologie. 

Les autres sont restés incomplets, en ce sens qu’a l’époque 
de la seconde kjeldahlisation le dégagement durait encore, et 
méme sans paraitre pres de s’éteindre. 

Enfin, quelques expériences seront citées simplement 
comme exemple de « gros rendement », c’est-a-dire dépas- 
sant plusieurs milligrammes d’azote ammoniacal, que !’on 
peut obtenir dans ces conditions. 


Expérience 10. — P. 20 a 1 gr. 25 de butyrate de Ca. Distillations 
quotidiennes du 15 avril au 10 aott. 

Produit total d’environ 200 distillations : 5.420 az. am. 

Rendement des quatre derniéres : 10, 10, 14, 10. 

Dégagement non épuisé. 


Expfrience 11. — P. 20 alc. c. 0 éthanol. Carb. Mg. 
Environ autant de distillations du 20 mai au 10 aodt. 
Produit total : 4.560 az. am. 

Rendement des quatre derniéres : 10, 6, 20, 10. 
Dégagement non épuisé. 


Exprrience 12. — Trois P. 20 A 1 cent. cube éthanol et Carb. Mg. 
Deux du lot soumises au dosage de l’azote fixé initial. On obtient deux 
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chiffres trés rapprochés dont la moyenne est 9.100. La troisiéme sert aux 
dosages de l’ammoniac libérée, qui se poursuivent du 7 février au 
12 juillet, soit cent cinquante-cing jours. 

Le produit des 5 derniéres distillations réuni dars le méme tube 
donne : 75 az. am. 

Le dégagement n’est donc pas encore épuisé. Néanmoins, on dose 
l’azote restant, pour établir le bilan actuel : 


UWA Wg Oo Cea NAN HC NMID eee res EM tn ible) cess oc, were 5 9.100 

AZOLE KE Teslants*. Jos eels ect eee: tel aa enero anes 5.440 

DIET ONC C0 sneter tise ee, ca somse Ae Sey ome assole ies) Co nNagirene 3.990 

AZOLE AMMONTIACALCxNalGs wes hums eee ence. oye eee ame menn Bye Till 

EX CEC ONE: AZOVO wm sas: cegateic etek oan bom Seale Cre nen cgic = cue 1.784 
ExpErience 13. — Lot de six P. 10 & 100 milligrammes de buty- 


rate de soude. Carb. Ca. Les plaques n®* 1, 2, 3, kjeldahlisées. Résultats 
strictement d’accord. 

Les n° 4, 5, 6 soumises A des distillations du 27 avril au 14 juin. 
Non épuisées. 

Les derniéres distillations donnent respectivement : 33, 25, 24. 

Kjeldahlisées, pour doser l’azote restant. 

Bilan de l’azote : 


4 5 6 
AQUATIC MOEA AY 6 cs eninge 4.4418 4.443 44143 
IN OOENG TUNalng este ami aimee ce 630 630 630 
Difvérence sey sae ee 483 483 483 
Azote ammoniacal libéré. . . . . 9S0 815 820 
Bxcédentren, az0te mam. eee une 497 332 337 


ExpERIENcE 14. — Lot de quatre P. 20 & 0 er. 2 butyrate de soude. 
Carb. Ca. Pl n° 1 et 2 kjeldahlisées au bout de dix jours ; accord par- 
fait. Pl n°* 3 et 4 soumises A des distillations quotidiennes du 8 avril 
au 12 juillet. Dégagement non épuisé. 

Le dosage de l’azote restant donne un résultat identique dans les 
deux. 

Bilan de l’azote : 


NUMERO 3 NUMERO 4 
Agote fixe toitiale,e <. tae une © saan eee 2.100 2.100 
Agote fixe finell sy) sae Aen, eee Canes 980 980 
Diftérenoen, « GSO pee See 1.120 1.420 
Avote- amimonracal liber) cet nmeene 1,479 nee ays A 
Excédentvenazoten 1 once ete eee 359 394 
EXPERIENCE 15. — Lot de deux P. 20 4 0c. c. 1 d’éthanol. Carb. 


Ca. A noter la faible dose, mesurée au moyen d’une pipette de préci- 
sion. La concentration de Valiment n’est donc que 0,05 p. 100, le 
volume du gel étant 200 cent. cubes. 
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Ensemencement avec une culture pure d’Azotobacter agilis (Azomonas). 

Malgré la dose si faible, on constate au bout de quarante-huit heures 
une belle pullulation du microbe, intensément mobile. 

Les premiéres distillations 4 ce moment donnent 16,6 et 18. N° 1 est 
kjeldahlisé au bout de huit jours, tandis que le n° 2 est soumis A un 
régime de distillation qui dure du 5 mai au 8 octobre, soit environ 
cent cinquante jours, au cours desquels on exécute environ 800 distil- 
lations. La plupart du temps on en faisait 10 par jour en recueillant 
les eaux de lavage dans 5 tubes. De cette maniére, on comptait se faire 
une idée approximative sur le débit de l’ammoniac et sur la courbe 
du dégagement en fonction du temps. 

Il suffit d’aligner les chiffres correspondants aux totaux des nesslé- 
risations journaliéres pour remarquer qu’ils se maintiennent & un 
certain niveau, en rapport avec l’Age de la culture. 

Début au bout de vingt-quatre heures par des traces. A partir de 


Fic. 1. 


quarante-huit heures, on a la lignée qui suit, s’étendant a cing jours, 
dont le dernier chiffre est déja une transition a la période du maximum 
d’exhalaison : 18, 18, 10, 14,3, 60. 

Le maximum dure du 12 mai au 18 mai : 120, 137, 160, 143, 135, 
113, 105. a 

Du 23 mai au 29 mai, premier fléchissement : 95, 94,7, 97,7, 96,7, 
93,7. | 

Les totaux journaliers se maintiennent a ce niveau, sauf quelques 
fluctuations, jusqu’a juillet. On a alors : 65, 55,5, 61,5, 54, 68. . 

De 1A jusqu’A mi-septembre, aucun signe d’épuisement : la derniére 
nesslérisation du jour ne donne pas un chiffre sensiblement inférieur 
a {a premicre. Ces signes ne se manifestent qu’aprés la date indiquée. 
On a alors : 15, 8, 5, 4, 4. 

Enfin le 1° octobre : 8, 3, 0, 5, 0, 6, 9. 

Le 3 octobre : 1, 0, 0, 0. 

Le dégagement est épuisé. 


Sur le graphique n° 41, l’axe des abcisses est UES en 
troncons, qui correspondent au nombre de jours holes sur 
eux : les ordonnées représentent le rendement moyen journa- 
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her, en gammas, dosé au cours des différentes périodes indi- 
aquées. 


La courbe donne du premier coup d’ceil une idée assez compléte de 
Vallure du phénoméne. On voit que le dégagement, débutant avec les 
premiéres pullulations, atteint au bout de quelques jours un maximum, 
pour décroitre ensuite avec une extréme lenteur jusqu’’é épuisement 
complet. 

Pour établir le bilan on n’a malheureusement que deux chiffres 


AzovenixOninitiell... Cra.) 3) os, sts ape ee hee 1.144 
INOW SIDA NEM, 20 Se lo Gch Sle oS So bec Dosage mar qué. 
Az7oterammoniscalsexivaléssemee meres eel nie 6.459 


L’azote ammoniacal est donc six fois supérieur a4 l’azote fixé initial. 
Mais c’est la différence : azote initial moins azote final, qui est la 
base de notre calcul, et cette différence nous manque ; en supposant 
que l’azote restant ne dépasse pas 50 p. 100 de l’azote initial, cette 
différence serait de l’ordre de 550, donc douze fois inférieure a la 
quantité de azote ammoniacal dégagé. Il y a pourtant lieu de croire 
que le taux 50 p. 100 de 1l’azote initial est dépassé, ce qui réduit encore 
la différence, en élevant le rapport en faveur de l’azote ammoniacal 
exhalé. 


Expfrience 16. — P. 20 Aa silico-gel sans imprégnation. On le 


couvre par une culture pure de dix jours dans 25 cent. cubes de solu- 
tion minérale additionnée de 0 c. c. 1 d’éthanol et de Carb. Ca. 
On ajoute 1 cent. cube d’alcool absolu. 
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_On soumet la plaque A un régime de distillations forcées, journa- 
liéres, pendant la plupart du temps, qui dure en somme du 2 décembre 
1939 & mi-octobre 1940. 

Pendant ce temps on exécute environ 900 distillations. 

Film et teinte bien développés au bout de quarante-huit heures. 

La premiére distillation A ce moment donne déja 43. 

Le jour suivant : 90. 

Pour une période de six jours, rendement journalier moyen : 3800. 
De 1&4 au cours de six jours maximum d’exhalations : 1.583, 1.064, 
1.126, 955, 930, 562. 


Suivent : 
JROURSALendement jOurmallermoyen. 2) 2 2. 0). oo. ae 232 
9 jours & rendement journaliery moyen ..... ..... ‘44 
55 jours & rendement journalier moyen ........... 64 
28 jours & rendement journalier moyen ........... 40 
30 jours & rendement journalier moyen. ......... 23 
31 jours & rendement journalier moyen ...... nae 9 


Voir graphique n° 2 construit comme le précédent. Le pointillé qui 
prolonge la courbe signifie que le dégagement dure encore plusieurs 
semaines, avec un rendement journalier ne dépassant pas 1 a 2 y. 

Concernant lazote fixé initial, plusieurs dosages exécutés antérieu- 
rement ont donné pour P. 20 4 1c. c. 0 d’alcool absolu commer- 
cial 14,210, comme rendement maximum. C’est ce chiffre que lon 


utilise pour le bilan d’azote. 


AZO MIxXe IMtale .) ss ne LSA Ake, Sas IA 14,210 
ArovemMiMaal, see sew 5 415 
Difiérence. %) <).s.4 8.795 
INO EN oa ATO P ATEN OLY ING KEN Bir aues aA ee eae mete Amo ok 17.855 
9.060 


IX Cedent aimee ved hak este A TP Rk) ne sey Sera 


Dégagement de l’ammoniac par les cellules mortes. 


Ii est amplement démontré par les expériences, qui vien- 
nent d’étre décrites, que la libération de l’ammoniac continue, 
toutyen baissant, au cours d’une période trés longue, quand 
les manifestations vitales sont éteintes et les cellules compleé- 
tement désorganisées. 

Il en résulte que l’on pourrait aussi bien se servir pour les 
expériences de cellules mortes, au lieu de cultures passant 
par les phases habituelles de la végétation. Ce mode d’étude 
présente méme des avantages certains, car par lui toutes sortes 
d’incertitudes liées & la vie des cellules peuvent étre éliminées. 
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En opérant avec des cellules séchées, sans vie, on a affaire 
& une matiére stable, accumulée dans le milieu silicique, 
munie de tels de ses enzymes, s’il s’en trouve, qui résistent 
®& la désorganisation. 

Voici le procédé dont on se sert pour les préparer en quan- 
tité sulfisante. 

P. 25 chargée de 250 cent. cubes de mélange gélifiant. Imprégnation 
avec 10 cent. cubes de solution saline additionnée de O gr. 5 de Carb. 
Ca. Autoclave. Dose de 5 c. c. O d’éthanol absolu que l’on répartit 
goullte & goutte sur la surface et qu’on laisse s’imbiber. I] est avan- 
tageux de fractionner la dose, en donnant 1 a 2 cent. cubes tous les 
deux jours ; la culture reprend alors plus rapidement. 

Un film épais, coloré, adhérent se forme au bout d’environ irois 
jours, & condition d’ensemencer avec une suspension couyrant toute 
la surface. 


Au bout d’une douzaine de jours, ou bien quand la plaque 
ne dégage plus aucune odeur alcoolique, il n’y a qu’a | aban- 
donner, ouverte, sur une surface chauffée a 50°-55° pour vingt- 
quatre heures, ce qui réduit la couche de gel en menu gravier, 
couvert de végétations entiérement séches. En triturant dans 
un grand mortier au moyen d’un pilon massif, on prépare 
un sable fin jaundtre suffisamment riche en cellules. On s’en 
assure par l’examen microscopique et par le dosage de son 
azote total, qui s'approche ordinairement de 1 p. 400 ; tandis 
que celui des cellules centrifugées et séchées, d’aprés Omé- 
hhansky et Silber, s’éléve a environ 2,2. 

Avec chacune de ces grandes plaques, on obtient 6 a 
7 grammes de sable, que l’on peut garder bien sec a |’étuve 
pendant un temps illimité, pour servir aux expériences. 

Comme le montre l’examen microscopique, toutes les cel- 
lules ne sont pas entiérement détruites, méme & la suite d’un 
travail de triturage prolongé. On en trouve, ca et la, des 
groupes d’aspect & peu prés normal. Cependant, les cellules 
végétatives d’Azotobacter ne supportant pas la dessiccation, 
ce qu’il en reste ne tardera pas & subir une désorganisation 
compléte. Seuls les kystes résisteront, mais ils sont sil rares 
dans ces conditions, qu’il est toujours difficile de les découvrir 
par examen microscopique ; pourtant, une dose de 1-2 centi- 
grammes de sable, ensemencé dans un milieu nutritif, donne 
assez réguliérement une culture. 
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On concoit que ce sable se préte beaucoup mieux que les 
cellules vivantes 4 |’établissement du bilan d’azote. Son azote 
total est déterminé avec toute la précision voulue, et ce dosage 
n’a plus besoin d’étre renouvelé a l’occasion de tout nouveau 
lot de plaques. La précision des analyses permet d’opérer avec 
des quantités minimes de substances ; ceci permet de réduire 
la durée des expériences. 

Une préparation aseptique étant difficile & réaliser, on prend 
soin de prévenir une invasion bactérienne, toujours possible. 
On y procéde en stérilisant a 120° la poudre a part, ou bien 
la plaque entiére semée de poudre. Si l’on veut éviter la stéri- 
lisation par la chaleur, on traite la plaque, semée de poudre, 
par le toluéne, en répartissant sur la surface un nombre de 
gouttes et en renouvelant la dose toutes les vingt-quatre 
heures. 

Le taux de l’azote total du sable est déterminé par plusieurs 
dosages sur le méme échantillon, qui doivent bien concorder. 


NUMEROS SABLE AZOTE DOSE AZOTE 
des dosages en gramme en) Y, p- 160 
Lee eee gd lee o GA 6s Clos 1 0,057 500 0,90 

dt ce ete Ss Pe Oe Pe ER Lee ae 0,248 2.150 0,90 

Sr Coes dy aipt parowmede 0,118 1.090 0,92 

Ais Aare eat Bees shee et = 000. 660 0,94 

SY ut 0: aed. Reems 0,139 1.250 0,90 
GHeaceris, oikamry : rey aOkdlos 1.500 0,92 
Moyenner i. =. 0,913 


On étudie le processus de la libération d’ammoniac en 
semant de faibles doses, pesées & la balance de précision, 
directement sur la surface des plaques de silico-gel. On distille 
V'ammoniac qui s’en dégage, on les soumet a la kjeldahlisa- 
tion finale, pour déterminer le bilan de l’azote. 

Exprrience 17. — Six P. 10 stérilisées, sans imprégnation. Surface 
couverte d’une fine couche de Carb. Ca. On y éparpille les doses de 
sable indiquées sur le tableau ci-aprés. On les place pour quelques 
heures A l’étuve avant la distillation ; elles sont soumises ensuite au 
méme régime de distillation et de nesslérisation que l’on a appliqué 


aux cultures, au cours de quinze a vingt jours. Au bout de ce temps, 
on ne parvient pas encore a épuiser l’exhalation. 


Maleré un rendement faible en azote ammoniacal, le bilan 
actuel de ces six portions de sable présente un caractére 
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SABLE 


échantillon A 


AZOTE 
inilial 
du sable 


DIFFERENCE 


AZOTE 
ammoniacal 
dégagé 


en gramme |0,913 p. 100 nite en y 


++++4++ 
mE GO bobo 


commun remarquable, A savoir : l’azote final reste sensible- 
ment égal @ l’azote initial, lequel n’a subi du fait de la produc- 
tion d’ammoniac aucune perte. En introduisant dans les 
chiffres des dosages la correction pour les réactifs employés, 
qui s’éléve & 40 y la différence en plus est remplacée par un 
déficit insignifiant qui ne saurait changer le sens du résultat 
général. 

Kn face de ce résultat important, le plus apte & démontrer 
qu’il ne peut s’agir dans ce cas d’une désamination, il était 
intéressant de tenler, comme épreuve de la méthode, une 
expérience avec un organisme strement incapable de fixa- 
tion d’azote libre. On choisit la levure de boulangerie. 


ExpErience 18. — 1 & 2 grammes de levure sont suspendus dans 
1 litre d’eau ; on laisse sédimenter, on décante, on répéte le lavage 
copieux. Aprés décantation finale, on étale une suspension assez épaisse 
sur une couche de silico-gel. 

On séche a 50°, on réduit en poudre impalpable. 

On dose l’azote total. 


D’aprés 6 kjeldahlisations concordantes le taux de l’azote total est 
1,26 p. 100. 


On seme ce sable sur 3 P. 10 aux doses indiquées sur le tableau 
ci-apres. 


AZOTE 
tinal 
ammoniacal + 
azote 
ammoniacal 


SABLE - AZOTE 
LEVURE initial 
en gramme | 1,26. p 100 | 


AZOTE 
NUMEROS 


exhalé 


00676 P 896 ,5 
0, 1060 1.085 


01134 


1.474 
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Pour provoquer Vammonification, on contamine avec un microbe 
isolé du sol. 

On distille l’ammoniac au cours de deux A trois semaines, en ternii- 
nant l’expérience par la kjeldahlisation finale. 


Ici la somme de l’azote ammoniacal exhalé et de l’azote 
restant est sensiblement égale a l’azote initial, 4 moins qu’elle 
ne lui soit sensiblement inférieure. L’azote ammoniacal se 
tient dans les limites de la différence entre l’azote initial et 
Vazote restant, il apparait donc comme produit de désamina- 
tion. La différence avec le comportement des Azotobacter est 
bien marquée. 

Pour obtenir un rendement plus important que celui que l’on 
obtient avec des P. 10 semées de doses faibles, on se sert de 
P. 20 et P. 28, ot on €parpille des doses de l’ordre de 
1-2 grammes de sable. 


Exprrience 19. — Deux P. 20 ébouillantées. Gel pur, sans imprégna- 
tion. On répand sur la surface de chacune 2 grammes du méme échan- 
tillon de sable 4 Azotobacter. L’une sans addition, l’autre traitée avec 
une solution 4 10 p. 100 de benzoate de soude. Au bout de quelques 
heures a l’étuve, on extrait du sable simple 40 Az. am. On continue 
les distillations au cours de la huitaine parallélement avec les deux. 


On trouve : 
SABLE SIMPLE SABLE BENZOATE 


em OUT ueserey soy aacroy ee 5 eae at serene uae tiy 300 143 
Som KOMP: Aa aun hos chen a ete. 8 Ged 48 430 
BS THOME op G8 BS, ae Nn eo Oe Re 2 430) 430 
BE TOUR | “SY oF conte ec omtNc™ Oo oN CanSmmEN Oe 400 330 
G2 TOW S go, So ottawa ates SC cao: 303 225 


Le sable simple reste jusqu’a la fin parfaitement pur ; le sable ben- 
zoaté montre une souillure légére par une pauvre pullulation bacil- 
laire. On voit que cette infection a plutét diminué que renforcé le 
rendement. 


Vouloir établir le rendement total en azote ammoniacal 
sur une dose de 2 grammes serait une téche trop longue a 
atteindre. Pour une expérience de longue haleine on choisit 
la dose de 1 gramme. 


Expérience 20. — Deux P. 25, imprégnées de la solution saline avec 
Carb. Ca. L’une d’elles est imprégnée, en plus, de 1 gr. 5 de phénol 
neige. Du sable jaugeant 0,826 p. 100 d’azote est répandu sur leur 


surface a la dose de 1 gramme. 
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Une distillation immédiate sur la plaque phéniquée donne quelque 
rendement, mais le phénol géne tant la nesslérisation que l’on aban- 
donne l’expérience avec la plaque phéniquée. On continue avec le 
sable simple, seul. 

La période du début dure deux jours, pendant lesquels on recueille 
32 et 65 az. am. 

Suit une série de périodes caractérisées par leur rendement journa- 
lier moyen et leur total (voir fig. 3). 


450 


400 


300 


200 


400 


eel 


Les distillations sont poursuivies au cours de deux cents jours, sans 
arriver a l’épuisement total de Vexhalation. En dosant l’azote restant 
on établit le bilan qui suit : 


Azote Initial ij ee a eee ee eee en ty ee ts ee Set) 
AZO teufel) sav, tare eee Se eA adh eee acres 4.338 

IDUAGPENCO stat. Aare tema Agen OA eee ee Be Ge 
AZzOlerammoniacalvex hal Giese mr. le mentee tanner ne en 5.934 


Excédent=. ip wera scl Ss wah supa ho ed a 2.202 


ear leme yun 
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La synthése ammoniacale. 


Toutes ces expériences confirment pleinement les résultats 
du travail de 1932, en leur apportant les données quantita- 
tives qui manquaient. 

Le fait que V’azote dégagé sous forme d’ammoniac est tou- 
jours supérieur a la différence entre l’azote initial et l’azote 
final; que ce surplus dans des expériences réussies peut étre 
méme énormément supérieur a cette différence, a été annoncé 
dans une communication 4 l’Académie des Sciences [40] et 
dans une autre présentée au Congrés de 1]’Ass. Int. de la Sc. 
du Sol & New-York [41]. 

Le présent mémoire apporte plusieurs expériences quanti- 
tatives a l’appui de ce résultat. Il apporte en méme temps un 
résultat nouveau, a savoir : la production de l’ammoniac 
continue aprés la mort des cellules et leur compléte désorga- 
nisation, et ceci pendant de longs mois. Si donc le premier 
groupe d’expériences porte a conclure a l’existence d’une 
synthése ammoniacale aux dépens de l’azote de l’air, le second 
nous indique qu’il ne s’agit pas la d’un processus indissolu- 
blement lié au métabolisme cellulaire, mais de l’effet d’un 
facteur physiologiquement isolable : un systéme catalyseur 
provoquant la déshydrogénation du substratum et la combi- 
naison de l’hydrogéne activé a l’azote moléculaire. Le nom 
azohydrase est proposé pour ce systéme. 

L’ammoniac apparait dés le début de la végétation comme 
produit intermédiaire du processus entier de l’assimilation de 
Vazote moléculaire, aussi longtemps que dure la synthése 
plasmique ; il devient produit définitif, aussitot que la végé- 
tation s’arréte, faute d’aliment. La question de savoir si la 
formation de produits azotés moins hydrogénés que l’ammo- 
niac précéde sa synthése — tel hydrazine — reste, bien 
entendu, ouverte. 

L’ammoniac est immédiatement entrainée dans le processus 
plastique, et plus celui-ci sera intense, plus rapide sera le flux 
de sa consommation. Cela peut expliquer le manque d’exha- 
lation de la part des cultures a fortes doses de glucose ou de 
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mannite ; fait qui a caché si longtemps aux microbiologistes la 
vraie nature du processus de fixation. 

Il est évident que le besoin en azote ammoniacal ne peut 
durer qu’aussi longtemps que dure la matiére énergétique. 
Celle-ci épuisée, toute assimilation d’azote cesse, et l’ammo- 
niac est libérée dans l’ambiance. Que la présence d’aliment 
réduit immédiatement le dégagement, tandis que | inanition 
l’exalte, est bien illustré par la réponse, si marquée, des cel- 
lules A tout apport d’aliment frais (voir expérience IV). 

L’autolyse et la mort des cellules appellent la phase la plus 
active du dégagement. Celui-ci s’éléve au cours de deux a 
trois jours jusqu’é un rendement maximum, qui se maintient 
d’ordinaire pendant une huitaine de jours, pour décroitre 
ensuite avec une extréme lenteur au cours de longs mois, 
jusqu’éa épuisement total. 

On est obligé d’admettre que la courbe de la production 
de ’ammoniac dépend étroitement du processus de déshydro- 
génation ; que celle-ci se porte, en l’absence de l’aliment sur 
la matiére des cellules elles-mémes et de leurs déchets, en com- 
mencant par atteindre les substances les plus oxydables, pour 
continuer par des ingrédients de plus en plus résistants, 
jusqu’au tarissement complet de la source d’hydrogéne. 

En effet, il est impossible d’en trouver une autre que la 
substance des cellules elles-mémes. Théoriquement impro- 
bable, la décomposition de l’eau est écartée par le fait que le 
taux de la formation d’ammoniac ést toujours déterminé par 
la dose d’aliment, done par la quantité de substance produite, 
et que l’exhalation finit par tarir, malgré la présence de l’eau 
4 discrétion. Pour la méme raison, il n’est pas possible d’attri- 
buer une part quelconque dans le processus aux traces d’hy- 
drogéne que contient l’atmosphére. 

En ce qui concerne l’autolyse des cellules Azotobacter, il 
apparait qu'elle consiste pour la majeure partie dans un pro- 
cessus de déshydrogénation des substances ternaires, tandis 
que le taux de Vazote total se maintient au méme niveau, en 
dépit de la libération de l’azote ammoniacal. 

En revenant, & la lumiére de ces résultats, encore une fois 
‘4 la thése de Dean Burk et K. Horner, selon laquelle le déga- 
gement d’ammoniac serait di a l’autolyse des cellules inani- 


ct 
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tiées, le fait que ce dégagement a lieu aux dépens de la 
matiére cellulaire morte désorganisée suffit pour 1’écarter 
définitivement ; & moins d’attribuer le phénoméne A deux 
causes différentes. Mais la continuité du processus et ses 
caractéres identiques, depuis ses premiers débuts jusqu’d 
l’épuisement, seraient un obstacle infranchissable a cette 
maniére de voir. 

~ Quant a l’aptitude spéciale des cellules azotobactériennes 
& subir une autolyse précoce, d’aprés les mémes auteurs, 
on ne saurait y voir un phénoméne général pour ce groupe, 
mais plutét un sympt6me anormal, acquis par des souches de 
collection, cultivées longtemps sur glucides. En tout cas, cette 
autolyse précoce n’a rien a faire avec le dégagement d’ammo- 
niac étudié dans le présent mémoire. 


Discussion et conclusion. 


La théorie qui admet la synthése de lammoniac comme 
phase essentielle du cycle de l’azote est vieille d’un siécle, car 
elle a été énoncée déja par de Saussure [42]. Sa probabilité 
du point de vue chimique et énergétique paraissait universel- 
lement reconnue. D’autre part, la production de l’ammoniac, 
si facilement décelable par des réactions d’une extréme sensi- 


bilité, ainsi que par l’odorat, aurait dt attirer l’attention au 


point de provoquer des expériences dirigées spécialement sur 
ce probléme. 

Il est donc frappant qu’il soit resté en suspens plusieurs 
dizaines d’années, depuis la découverte des Azotobacter 
jusqu’éa 1930, malgré les recherches assidues des microbio- 
logistes, d’agrochimistes, de biochimistes. 

Seul, le phytophysiologiste Kostytchev (1926), suggestionné 
par la synthése industrielle (procédé Haber), a tenté avant cette 
date de raviver l’ancienne doctrine, mais cela avec des moyens 
insuffisants, car il n’est que trop évident que la seule présence 
de l’ammoniac dans ses cultures ne nous dit rien sur son 
origine, des facteurs tels qu’une attaque microbienne ou 
Vautolyse, n’ayant pas été rigoureusement éliminés dans son 
procédé. 

En général, on est obligé de reconnaitre que Ja microbio- 
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logie et la biochimie ont manqué de moyens pour déchilfrer 
le probléme fondamental du processus de fixation et pour 
déméler les conditions essentielles de l’activité des microbes 
fixateurs en dehors du laboratoire, dans la nature. 

La raison en est & chercher dans la méthode dont on se 
servait. Ce qui lui manquait, c’est le principe cecologique, 
dont l’application la plus large est obligatoire lorsqu’il s’agit 
de situer l’activité d’un groupe d’organismes, quel qu’il soit, 
dans l’ambiance naturelle. 

Il est vrai que les données obtenues sur l’influence du pH 
du milieu, sur le rdle du phosphore, du calcium, du fer, du 
molybdéne, sur l’effet déprimant de l’azote combiné — que 
lon doit aux expériences bactériologiques, surtout aux 
recherches des Azotobacter dans le sol méme — possédent une 
importance cecologique indéniable. Elles sont toutefois d’un 
caractére trop général, pour suffire 4 élucider l’cecologie spé- 
ciale du groupe. 

La question de savoir quelle est la source d’énergie dispo- 
nible pour les fixateurs dans le milieu naturel, les domine 
toutes. Cette question parait relativement facile 4 résoudre, 
autant qu’il s’agit de cultures pures de laboratoire, mais elle 
devient complexe en face de la concurrence microbienne for- 
midable, qui est le régime ordinaire du milieu naturel ; et on 
concoit que la méthode bactériologique courante, basée sur 
la culture pure, ait été impuissante a4 la tirer au clair. Quant 
aux biochimistes, ils ne pouvaient travailler que sur la base 
que leur offrait la bactériologie, c’est-A-dire, en partageant 
Vimperfection fondamentale du procédé. 

Pour ce but, une méthode spéciale a été appliquée, dont le 
procédé est décrit ailleurs [6] ; son principe consiste A exposer 
tout un choix de corps ternaires de la série grasse et de la série 
aromatique a Vaction de la microflore intégrale du sol, sous 
!crme de particules de terre semées sur la surface des _pla- 
ques de silico-gel, dépourvues d’azote combiné. Dans les cas 
ou le gel était imprégné d’éthanol, ou de butanol, ou de sels 
Vacides butyrique, acétique ou benzoique, les plaques réagis- 
saient par des pullulations d’Azotobacter, exclusivement ; 
si leurs germes manquaient dans l’échantillon, aucune vég6é- 
tation notable n’apparaissait. La conclusion s’imposait done 
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que ce sont ces substances 4 constitution simple, produits les 
plus banaux de tant de fermentations, qui sont la part des 
fixateurs au sein du sol. La concurrence microbienne les pri- 
vant de sucres et de « bons aliments », en général, ils doivent 
se contenter de « mauvais aliments », auxquels ils sont, du 
reste, bien adaptés. 

Manque d’azote combiné d’un cété, présence de ces déchets 
des fermentations en qualité de matiére énergétique de lautre, 
sont a considérer comme caractéres essentiels de l’cecologie 
spéciale du groupe. Les faire valoir sur un milieu minéral 
artificiel, le gel silicique, fut le moyen qui a permis le main- 
tien des souches isolées du sol & leur état normal, en évitant 
d’en faire des variétés de culture, essentiellement différentes 
par leur morphologie, et trés probablement par leur physio- 
logie, de leur prototype sauvage. 

Le terrain ainsi déblayé, le probléme fondamental, a savoir 
quelle est la nature du processus chimique de la fixation, n’a 
plus tardé 4 se poser d’une maniére plus précise, la régularité 
de la libération de ’ammoniac ayant attiré l’attention. Dés 
1930, sa synthése était plus que probable, malgré le manque 
de données quantitatives 4 lVappui. Cette fois l’argument 
quantitatif est complet, comme il est permis de le penser. 

Ce résultat prévu a conduit a une idée plus compléte sur 
Vimportance du role des Azotobacter dans la nature, rdle que 
l’on ne pouvait qu’entrevoir a la suite des recherches de 1930. 

Jusqu’a ce jour, on se figurait ce rdle comme limité a la 
fixation proprement dite de l’azote nécessaire au processus 
plastique des cellules ; ce n’est qu’aprés leur mort que l’azote 
immobilisé par elles passerait dans la circulation. L’auteur 
de ces lignes, lui-méme, a partagé ces idées, universellement 
adoptées, dans ses premiéres recherches sur les fixateurs 
aérobies [5]. 

Une conception toute différente s’impose a la suite des résul- 
tats du présent mémoire, que l’on peut résumer comme suit : 

1° Le groupe Azotobacter apparait en premiére ligne comme 
producteur du systéme azohydrase, catalysant la synthése 
ammoniacale ; une partie du produit, en rapport avec la dose 
de l’aliment ternaire, en est immobilisée par les cellules, le 


reste exhalé dans ambiance. 
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2° En admettant le syst8me azohydrase comme catalyseur 
de la synthése ammoniacale, il apparait obligatoire d’admettre 
son action déshydrogénante qui porte sur l’aliment jusqu’a 
sa consommation, ensuite sur la matiére méme des cellules 
— l’azote moléculaire figurant comme accepteur de l’hydro- 
gene actif. 

3° Indépendante du processus vital des cellules, résistante 

l’oxydation directe et A l’attaque microbienne, l’action de 
Vazohydrase continue aprés la désorganisation des celiules 
pendant une durée qui parait quasi illimitée. 

4° Cette action incessante totalise des quantités d’azote 
ammoniacal énormément supérieures a celles de l’azote assi- 
milé par les cellules. 

5° Le total de l’azote retenu par ces derniéres parait assez 
résistant pour ne subir aucune diminution notable au cours 
d’un dégagement prolongé d’ammoniac. 

6° La production d’ammoniac est économiquement intéres- 
sante, car des quantités relativement importantes se forment 
& la suite de la consommation de doses trés faibles 
d’aliment. 

Toutes ces conclusions, obtenues au moyen d’expériences 
avec nos plaques de silico-gel, sont entiérement valables pour 
le sol, en tant que milieu minéral, pauvre en aliments, lesquels 
sont, de plus, de méme nature que ceux de notre gel. On a 
donc toute raison d’admettre que les pullulations d’Azoto- 
bacter, qui se déclenchent dans les coins et recoins du sol, 
autour de la matiére végétale en état de fermentation, rendent 
le milieu apte 4 puiser dans le réservoir atmosphérique 1’azote 
moléculaire au moyen d’un processus de réduction. Il est a 
croire qu’une certaine densité des cellules dans le milieu, et 
méme leur présence en état de vie active, ne seraient pas néces- 
saires pour que cette absorption puisse s’exercer. Il suffit de 
végétations azotobactériennes sporadiques, espacées dans le 
temps, sur divers points, pour que l’action puisse durer dans 
le milieu, la « survie » du catalyseur étant énormément supé- 
rieure a celle des cellules. 

La méme capacité doit se retrouver dans les eaux pauvres 
en azote, qui sont Vhabitat ordinaire de certaines espeéces 
d’Azotobacter. 
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Svagit-il dans le cas de la fixation symbiotique d’un pro- 
cessus de fixation analogue ? Il serait encore prématuré de 
Vatfirmer. Toutefois, le fait du dégagement de l’ammoniac 
par les nodules détachées, particulitrement par leur matiére 
réduite en poudre, dans des conditions qui rappellent vive- 
ment le cas des Azotobacter, fait pencher les idées vers des 
modalités de fixation essentiellement les mémes, sauf en ce 
qui concerne la phase de déshydrogénation et son substratum. 

Mentionnons enfin la fixation anaérobie dont l’étude n’a 
pas fait de progrés sérieux depuis les premiéres recherches 
de 41895 [44], particuliérement en ce qui concerne son role 
dans la nature ; au sujet du processus méme, on sait que la 
fixation est obtenue en faisant barboter du gaz azote dans 
un milieu en fermentation dégageant de Vhydrogéne. On 
conviendra que l’hydrogénation de l’azote dans ces conditions 
apparait probable. 

Tous ces rapprochements paraissent justifier Vhypothése 
qu'un seul et méme processus chimique est 4 la base de tous 
les modes de fixation biologique, dont les microbes sont les 
agents. 


Existe-t-il 4 cété du phénoméne biologique un phénoméne 
physico-chimique, qui puisse suppléer & son rendement, ou 
remplacer son action ? 

Il fut un temps ot ce probléme soulevait beaucoup de dis- 
cussions : des théories ont été énoncées sur l’effet de 1’ élec- 
tricité, des oxydes de fer et de magnésie, de l’ozone, de l’eau 
en état d’évaporation, etc. Aucune n’a survécu a l’avénement 
des découvertes microbiologiques. L’historique de la fixation 
apparait ainsi paralléle, pour ainsi dire, 4 celui de la nitrifi- 
cation, 

La tache de suppléer aux pertes en azote combiné et 
d’assurer par leur action la continuité du monde vivant reste 
aux microbes, en dominant de loin les facteurs inorganiques 
possibles. 
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RECHERCHES SUR L’IMMUNITE CONFEREE 
PAR LE PNEUMOCOQUE III 


par L. COTONI et P. BOQUET. 


(Unstitut Pasteur.) 


Les dilficultés rencontrées depuis longtemps par tous les 
chercheurs dans l’immunisation des animaux contre le pneu- 
mocoque III sont classiques, et l’obtention réguliére d'un 
sérum thérapeutique efficace dans le traitement des infections 
humaines pulmonaires et otitiques, souvent graves, dues au 
pneumocoque III, représente un but qui demeure trés désirable 
a atteindre. En fait, ce but n’a jamais pu étre réguli¢érement 
atteint. Quoique de nombreuses recherches aient été pour- 
suivies en particulier aux Etats-Unis, on ne posséde pas 
couramment de sérum antipneumococcique HI, doué de pro- 
priétés antiinfectieuses accusées in vivo ; aux Etats-Unis, ou 
la sérothérapie antipneumococcique est trés largement appli- 
quée, lactivité thérapeutique des sérums IIL est considérée 
comme insignifiante (Cecil, Plummer et Mac Call ; Lord et 
Heffron (4), R. Cole (2), etc.) ; d’ailleurs, dans les laboratoires 
méme, la méthode internationale applicable au titrage des 
sérums I et I est souvent impossible 4 mettre en ceuvre avec 
les sérums III, trop faibles. Holm et Leonard (3), parmi les 
lapins jeunes vaccinés, en retiennent certains, dont ils 
concentrent les sérums. 

D’apres J. Freund et M. Behan (3 bis) [1939], traitant les 
lapins par injection intraveineuse de pneumocoques vivants, 
un échantillon préalablement atténué par passages en série 
dans Je bouillon-sang, pourrait fournir des sérums beaucoup 


(1) Lobar pneumonia and serum therapy. Commonwealth Fund, New- 


York, 1936. 
(2) Amer. Journ. Publ. Health, 26, n° 12, décembre 1936, p. 1191. 


(3) J. Immun., 38, 1940, p. 399. 
(3 bis) Science, 90, n° 2330, 23 aott 1939, p. 185. 
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plus agglutinants et précipitants que les échantillons maintenus 
virulents par passages fréquents chez la souris. Cette conclu- 
sion semble & premiére vue contredire l|’opinion généralement 
admise, d’aprés laquelle l’obtention d’anticorps est subor- 
donnée a l’emploi de pneumocoques virulents, vivants ou tués. 

Nous avons été amenés & nous demander quelle est la portée 
des constatations de Freund et Bellan. Leurs résultats tiennent- 
ils & Vemploi de germes vivants ou de germes taiblement 
pathogénes ) Les recherches suivantes ont été instituées pour 
éclaircir ce probléme. 


TECHNIQUES UTILISEES. 


4° Immunisation des animaux. 


Des lapins, pesant de 2 4 3 kilogrammes, ont été immunisés 
& l'aide de deux échantillons de pneumocoque HI, plus ou 
moins virulents, vivants ou bien chauffés et formolés. L’immu- 
nisation a été chez presque tous les animauy parfaitement 
supportée. 

Voici, résumé, le signalement des échantillons. 

1° Echantillon L Il, d’origine anglaise, peu virulent ; tue 
irréguliérement la souris par voie péritonéale, a la dose de 
10—* cent. cube de culture liquide ; ne tue pas, méme a la dose 


v 


de 8 cent. cubes, le lapin par voie veineuse. 

2° Kehantillon Bad..., d'origine africaine, virulent ; tue la 
souris par voile sous-cutanée, a la dose de 10—" cent. cube de 
culture liquide, au moins ; ne tue pas le lapin par voie intra- 
veineuse 4 la dose de 4/2 cent. cube. 

Un troisiéme échantillon SV, d’origine américaine, virulent. 
tuant la souris par voie péritonéale a la dose, de 40—° cent. 
cube de culture liquide, a été utilisé pour le titrage mm mvo 
des antisérums obtenus. | 

Quatre séries de lapins ont été traités ; les animaua ont été 
saignés au douziéme jour aprés la derniére injection d’antigéne. 


PREMIERE série. — 2 lapins. Echantillon LIU, culture de vingt- 
guatre heures en eau peplonée glucosée, Trois injections en. trois jours 
consécutifs chaque semaine, pendant quatre semaines consécutives, 
dans la veine du lapin. Premiere semaine ; 0c: c./5, 1, 1 cent. cuhe ; 


> 
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deuxiéme semaine : 1, 1, 2 cent. cubes ; troisitme semaine : 2, 3, 4 cent. 
cubes ; quatriéme semaine : 4, 10, 20 cent. cubes (cette derniére injec- 
ton, sous-cutanée). 


DeuxtimMr sfrie, — 4 lapins. Echantillon L III ; les cultures de vingt- 
quatre heures en eau peptonée glucosée sont centrifugées (supercentri- 
fuge Sharples), le culot émulsionné en eau physiologique, le volume: 
étant ramené au 1/10 du volume de la culture. Trois injections en trois: 
jours consécutifs chaque semaine. Premiére semaine : 0,25, 0,25, 
0,5 cent. cube ; deuxiéme semaine : 0,5, 0,5, 1 cent. cube ; troisiéme 
semaine : 0,5, 1, 1 cent. cube ; quatriéme semaine : 1, 1, 1 cent. cube. 


TrorsiimMe sERiE. — 4 lapins. Echantillons L III ; les cultures de vingt- 
quatre heures en eau peptonée glucosée sont additionnées de formol 
au taux de 5 p. 1.000, placées a la glaciére pendant vingt-quatre heures, 
puis centrifugées, le culot émulsionné dans l’eau physiologique, le 
volume étant réduit au 1/10; l’émulsion, formolée au 1/100, est 
chauffée trente minutes 4a 80°. Mémes doses d’antigéne que dans la 
deuxiéme série, la seule différence séparant cette série de la précédente. 
étant le formolage de la culture et le chauffage de 1’émulsion finale. 


QUATRIEME sERIE. — 4 lapins. Echantillon Bad... ; méme technique: 
que dans la troisiéme série. 


2° Etude des antisérums. 


Pouvork PRECIPITANT. — On mélange des volumes variables 
de sérum (4/10 de cent. cube 4 1 cent. cube) avec 1 cent. cube 
d’une solution & 1/25.000 de polysaccharide pneumococcique 
type Ill, préparé suivant la technique de Zozaya, Boyer et 
Clark (1930). | 


PouvoIR DE NEUTRALISATION DES ANTICORPS « IN VITRO »..—- 
Cette méthode a été proposée en 1936 [Cotoni et Pochon. (4) 
pour le titrage de divers sérums, en particulier des sérums anti-» 
pneumococciques. 


Pouvoir ANTIINFECTIEUX. — On injecte dans le péritoine de 
la souris (10 souris par dose de sérum utilisée) 5.000 a 50.000, 
doses mortelles de culture pneumococcique virulente sous le 
volume de 0c. c. 5, mélangée 4 des doses décroissantes de 


‘ sérum (0 c. c. 01, 0 c. c. 005) sous le volume de 0c. c. 5. Le 


pouvoir protecteur est exprimé, pour une dose de sérum 
donnée, par le pourcentage des souris survivantes. 


(4) Ces Annales, 57, septembre 1936, p. 221. 
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RESULTATS OBTENUS. 


Ces résultats sont résumés dans le tableau suivant. 


Pouvork préciprranr. — Tous les sérums précipitent ia 
solution de polysaccharide et parfois y produisent une flocu- 
lation en quelques minutes, dans les conditions expérimentales 
citées. Les sérums préparés a l'aide du germe peu pathogéne 
vivant sont plus précipitants que les sérums préparés a l’aide 
du méme échantillon, mais formolé et chauffé. 


PovuvorR NEUTRALISANT « IN VITRO ». — Les sérums les plus 
actils, c’est-d-dire neutralisant aux doses les plus faibles une 
quantité constante d’antigéne (1 milligramme de pneumo- 
coque III tué par l’aleool), sont les sérums préparés a l’aide 
de pneumocoques vivants avirulents et le mélange de sérums 
préparés avec l’échantillon virulent formolé et chauffé. 


Pouvork ANTINFECTIEUX. — A la dose de 0c. c. O4 de sérum, 
injecté par voie péritonéale aprés mélange avec 0 c. c. 005 de 
culture virulente, c’est-a-dire 5.000 doses mortelles de l’échan- 
tillon SV, la plupart des sérums de lapin permettent la survie 
des souris dans des proportions variant entre 40 et 90 p. 400 des 
animaux. Mais le meilleur sérum, préparé a Vaide de germes 
virulents formolés et chauffés, employé a la dose de 0c. c. O1, 
est incapable de protéger contre 500.000 doses mortelles de 
culture, c’est-a-dire titre moins de 100 unités internationales. 

Le pouvoir antiinfectieux parait sensiblement équivalent 
dans les deux séries de sérums « germes vivants » et « germes 
formolés chaulfés » ; dans l’une et l’autre série, on peut 
observer entre les animaux des pourcentages de survies qui 
varient entre 40 p. 100 et 90 p. 100. 

Il est done possible, comme |’ont soutenu Freund et Behan, 
d’obtenir chez le lapin, 4 Vaide d’un échantillon de pneu- 
mocoque faiblement pathogéne pour la souris, des sérums 
antipneumococciques type Hl doués de pouvoir précipitant et 
de pouvoir protecteur. Le succés de lexpérience est-il lié a 
état vivant ou aux propriétés faiblement pathogénes de 
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Véchantillon utilisé > L’état vivant de l’antigéne n’est pas une 
condition indispensable au succes : ne voit-on pas les échan- 
tillons peu virulents, formolés et chaulfés, utilisés aux memes 
doses que les échantillons vivants, étre capables d’engendrer 
des sérums doués de pouvoir protecteur équivalent vis-d-vis 
de la souris ? Il est juste de remarquer toutefois que ces sérums 
« microbes chauffés formolés » sont moins riches en préci- 
pitines que les sérums « microbes vivants ». 

Nos expériences actuelles sont trop peu nombreuses pour 
fixer ici l’influence du pouvoir pathogéne de l’échantillon 
utilisé comme vaccin, sur la production des anticorps. Notons 
toutefois que le mélange de 4 sérums de lapins traités par 
Véchantillon Bad..., franchement virulent pour la souris, 
manifeste un pouvoir protecteur, qui ne l’emporte guére sur 
celui de divers sérums préparés & l'aide de |’échantillon L II, 
Taiblement virulent ; dans cet exemple, les deux échantillons 
ont été employés sous forme formolée et chaulfée. On pourrait 
objecter qu'il s’agit ici d’échantillons plus ou moins virulents 
pour la souris, mais fous inactifs chez le lapin. Dans un trayail 
antérieur {Cotoni et Chambrin (5)] (49380), plusieurs échan- 
tillons de pneumocoque III, beaucoup plus virulents, tous 
pathogénes pour la souris, avaient été comparés au point de 
vue de la production des anticorps par une méthode d’immu- 
nisation d’ailleurs différente (corps microbiens pneumococ- 
ciques desséchés ou traités par l’alcool-éther) ; parmi les échan- 
tillons de pneumocoque, les uns, d’une exceptionnelle viru- 
lence, tuaient & doses faibles (10 cent. cube, 10— cent. cube) 
Je lapin sous la peau, et un d’eux méme le cobaye, un autre 
échantillon était avirulent pour le lapin ; « l’examen des 
résultats, écrivions-nous alors, n’impose pas la conviction que 
les échantillons les plus pathogénes sont les meilleurs » (au 
point de vue antigéne): Signalons toutefois les résultats remar- 
quables obtenus depuis lors par Enders et Shaffer (6) [41937]. 
‘Ces auteurs ont pu obtenir chez certains lapins, par la méthode 
d’immunisation de Cole et Moore, & l'aide d’un échantillon 
de pneumocoque HI SV tuant le Japin, utilisé en émulsion 


(5) Ces Annales, 45, décembre 1930, p. 706. 
(6) Journ. Immun, 32, 1937, p. 879. 
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formolée, des sérums particuliérement actifs : 1/10 ou 4/20 
de centimétre cube de ces sérums, mélangé a 1/640 de cent. 
cube de culture de SV, protége la souris par voie péritonéale. 
Les meilleurs résultats obtenus 4 notre connaissance dans la 
production des sérums antipneumococciques type II semblent 
done l’avoir été aprés emploi d’échantillons virulents pour le 
lapin: “ ° 

Dans le travail auquel nous faisions allusion plus haut, nous 
avions déja signalé qu’il parait plus aisé d’obtenir chez le 
lapin que chez le cheval, des anticorps protecteurs anti-H : 
cette notion a depuis lors été pleimement remise en lumicre 
et étendue aux autres races de pneumocoque par des 
recherches américaines |Goodner, Horsfall et Dubos (7)]. 

Des essais comparés d’immunisation du lapin avec des 
cultures jeunes (trois a quatre heures) et Agées (dix-huit heures) 
de Péchantillon LIII, faiblement pathogéne, administrées aux 
lapins par voie veineuse pendant quatre semaines de suite, 
trois jours consécutifs chaque semaine, ont montré l’avantage 
d’employer des cultures de dix-huit heures ; les cultures jeunes 
aux doses utilisées, doses sans doute insulfisantes, n’ont pas 
engendré d’anticorps précipitants ni protecteurs décelables 
in vitro ni in vivo. 


(7) Ibid., 33, 1937, p. 279. 


RELATIONS QUANTITATIVES 
ENTRE L'ANTIGENE GLUCIDO-LIPIDIQUE O 
ET LE HAPTENE GLUCIDIQUE DU BACILLE TYPHIQUE 
ET LES IMMUNSERUMS DE LAPIN. 


par Grorces J.-P. HORNUS + et Pierre GRABAR. 


(institut Pasteur.) 


L’aspect quantitatif des réactions entre antigénes et anti- 
corps présente un double intérét. D’une part, on peut, par des 
dosages chimiques, déterminer la quantité d’anticorps dans 
un immunsérum. D’autre part, l’étude quantitative des réac- 
tions de précipitation peut fournir des indications intéres- 
santes concernant le mécanisme des réactions, la structure des 
anticorps et des antigénes, leurs groupements déterminants, 
leur spécificité, les réactions croisées, etc 

L’isolement de hapténes bactériens, et tout particuliérement 
des polyosides des pneumocoques a permis d’aborder ]’étude 
quantitative des réactions de précipitation entre ces hapténes 
et les sérums antipneumococciques correspondants. Des recher- 
ches analogues ont été faites avec des antigénes de nature 
protéidique et leurs anticorps. Si dans le premier cas 1’ évalua- 
tion quantitative des anticorps dans le précipité spécifique est 
simplifié par le fait que certains polyosides bactériens ne con- 
tiennent pas d’azote, par contre dans des syst*mes compre- 
nant un antigéne protéidique on est obligé de recourir A des 
déterminations complémentaires, pour apprécier la quantité 
d’anticorps (ou d’antigéne) dans le précipité spécifique. 

L’obtention, a partir de bactéries Gram négatif de substances 
de nature non protéidique possédant tous les caractéres des 
antigénes [3, 23] a ouvert la voie pour des études sur un SyS- 
téme précipitant particuliérement intéressant. Ce systéme con- 
tient, en effet, un antigéne complet, et non un hapténe ; cet 
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antigene n’est pas un protéide et on peut en séparer, par hydro- 
lyse acide ménagée, son constituant glucidique qui a les pro- 
priétés d’un hapténe. 

Ces considérations nous ont incités a entreprendre des 
recherches sur le systéme antigéne glucido-lipidique O du 
bacille typhique-anticorps correspondant. La souche 0-901 du 
bacille typhique a été choisie puisqu’elle contient l’antigéne O 
® Vexclusion de l’antigéne Vi et de ce fait représente un des 
cas les plus simples. 

Nous avons étudié les relations quantitatives entre les anti- 
corps des immunsérums de lapins et l’antigéne complet, d’une 
part, et le hapténe glucidique d’autre part. Les résultats de ces 
recherches ont été résumés dans deux notes [9, 47]. Dans le 
présent mémoire nous décrivons ces expériences d’une manicre 
plus détaillée et nous essayons d’en discuter la signification. 


TECHNIQUES. 


I. IumunsERuUMs. — Deux séries de lapins ont été immunisés. Dans 
Tune, les animaux recevaient des injections intraveineuses d’une sus- 
pension de hacilles typhiques, souche 0-901, tués par l’alcool. Dans 
l’autre série, on pratiquait des injections intraveineuses d’une solu- 
tion d’antigéne glucido-lipidique O isolé de la méme souche. Des sai- 
gnées d’épreuve permettaient de suivre l’immunisation. Le sang a été 
récolté, généralement, aprés. plusieurs séries d’injections, par ponc- 
tion cardiaque. Lorsque limmunisation a été jugée  suffisante, les 


x 


animaux ont été saignés a blanc. 


Bien que le sérum ait été récolté stérilement, on lui ajoutait, pour 
éviter toute contamination ultérieure, du « merthiolate » dans la pro- 
portion de 1/10.000. Les sérums étaient conservés 4 la glaciére et on 
les centrifugeait, 4 froid, avant l’emploi, pour les clarifier. 


2. Anricknes. — On a préparé plusieurs échantillons d’antigene glu- 
cido-lipidique O d’aprés la méthode de Boivin et Mesrebeanu [4], en 
partant de suspensions bactériennes provenant de 10 ou de 20 boites 
de Roux. L’extrait trichloracétique a été dialysé 4 froid dans des tubes 
en cellophane. L’antigéne a été précipité par de l’alcool (4-5 volumes) 
en présence d’acétate de sodium ; le précipité, séparé par centrifuga- 


tion a été dissous dans de l’eau distillée (20 ou 40 cent. cubes). Le pré- , 


cipité n’est généralement pas enti¢rement soluble dans l'eau, il reste 
presque toujours une petite quantité d’un produit brunatre insoluble, 
que nous avons éliminé par centrifugation. Dans le liquide surnageant 
Vantigene a été reprécipité par adjonction d’acétone. Ce dernier pré- 
cipité, lavé & lacétone et a 1’éther a été broyé et conservé dans un des- 
siccateur. Les solutions d’antigéne ont été préparces en dissolvant un 
poids connu de la poudre séche ainsi obtenue dans de Ja solution phy- 
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siologique. La dissolution est lente et on est obligé de laisser le pro- 
duit séjourner dans la solution physiologique quelques heures, puis 
d’agiter vigoureusement pour obtenir un liquide homogéne. Ces solu- 
tions sont trés stables. 


3. Haprkyr cuuciieur. — Deux procédés ont été employés pour la 
préparation du polyoside : ; 
a) Apres hydrolyse acide des bacilles. — Nous nous sommes inspirés 


d’une technique employée par P. B. White [24]. Les bacilles prove- 
nant de 20 boites de Roux ont été mis en suspension dans environ 
400 cent. cubes de solution physiologique. La suspension, additionnée 
d’acide acétique (concentration finale N/5), a été placée dans un ballon 
muni d’un réfrigérant a reflux et chauffée au bain-marie bouillant 
pendant. environ deux heures (jusqu’’a précipitation nette), puis filtrée. 
Le filtrat, concentré dans le vide (50°) jusqu’a consistance sirupeuse, 
puis amené A 80 cent. cubes avec de l’eau, a été additionné d’alcool, 
2 volumes d’abord, puis encore 3 volumes. Les deux précipités obenus 
ont été fractionnés ensuite séparément par dissolution dans l’eau et 
précipitation alcoolique. Les diverses fractions ainsi obtenues ont été 
examinées qualitativement : présence de protéides (par l’acide trichlo- 
racétique et la réaction du biuret), présence de glucides (réaction de 
Molisch), présence de constituants de lantigéne glucido-lipidique 
(sérum de lapin  anti-glucido-lipidique) présence de _ constituants 
étrangers 4 l’antigéne glucido-lipidique (absence de précipitation par 
Je sérum anti-glucido-lipidique et précipitation par le sérum anti- 
bactérien). Les solutions des fractions riches en glucides ont été 
traitées par de l’acide trichloracétique (concentration finale, environ 
9 p. 100) pour les débarrasser des protéides et le précipité formé a été 
séparé par centrifugation. Le liquide surnageant a été soumis & un 
nouveau fractionnement par des précipitations alcooliques et les diver- 
ses fractions, lavées A l’acétone et a l’éther, ont été séchées dans le 
vide. Parmi les fractions ainsi obtenues nous avons choisi pour nos 
expériences celle qui contenait trés peu d’azvte (moins de 0,5 p. 100). 
Me donne une trés forte réaction de Molisch, mais une réaction du 
biuret négative (sur 1 milligramme de produit sec), sa solution pré- 
cipite bien les sérums de lapins anti-bactériens et anti-glucido-lipi- 
diques. Nous appellerons cette préparation : « hapténe n° I ». 

b) D’aprées la méthode de Boivin et Mesrobeanu. — Deux échantil- 
lons ont été préparés en partant de deux préparations différentes d’an- 
ligeéne. Le mode opératoire a été le méme dans les deux cas, sauf en 
ce qui concerne le temps d’hydrolyse acide : le produit nommé « hap- 
lene n° III» provient d’une hydrolyse de plus courte durée ; le chauf- 
fage a été interrompu dés l’apparition d’un précipité (quarante minutes 
de chauffage) et le ballon a été refroidi rapidement dans un courant 
d'eau froide. Par contre le produit « hapténe n° II » a subi une 
hydrolyse un peu plus longue (une heure) et le refroidissement a été 
plus lent. Dans les deux cas, aprés la séparation.du précipité formé 
lors de Vhydrolyse et neutralisation du liquide, le polyoside a été pré- 
cipité par adjonction d’alcool et d’acétate de sodium en milieu faible- 
ment acide. Le précipité, lent & apparaitre, est trés fin, on le laisse 
‘se déposer dans la glaciére. Le lendemain il a été sparé du liquide 
Surnageant par centrifugation, dissous dans trés peu d'eau (des pro- 
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duits insolubles ont été séparés par centrifugation) et reprécipité par 
adjonction d’acétone. Le précipité. séparé par centrifugation a été lavé 
a Vacétone, puis & 1l’éther et placé sous le vide dans un dessiccateur, 
La poudre blanche obtenue est trés soluble dans l’eau. On en fait des 
solutions de titre connu (par pesée de la poudre) dans de la solution 


physiologique. 


4. Dosace pr L’AZzoTE DES ANTICORPS. —- Pour caractériser une réaction 
de précipitation entre un immunsérum et un antigéne ou un hapténe 
il est trés utile d’établir des « courbes de précipitation » de l’azote des 
anticorps en fonction des quantités d’antigéne (ou de hapténe) em- 
ployées (vy. figures). La technique que nous avons utilisée est trés sem- 
biable a celle mise au point par Heidelberger et ses collabora- 
teurs [44, 44] pour le dosage des anticorps antipneumococciques par 
les polyosides correspondants. 

Aprés avoir déterminé approximativement, par des essais prélimi- 
naires, les proportions d’antigéne (ou de hapténe) & employer, on en 
choisit les quantités de maniére 4 obtenir plusieurs points dans la 
région d’excés d’anticorps, un point, au moins, dans la zone d’équi- 
valence et, au besoin, un ou plusieurs points dans la zone d’excés 
d@antigéne. 

Pour le dosage proprement dit, on met en présence une quantilé 
fixe d’antisérum et des quantités variables d’antigéne dans des petits 
tubes a essai pouvant supporter la centrifugation ; on raméne au 
méme volume avec de la solution physiologique, on mélange et on 
abandonne le tout a la glaciére jusqu’au lendemain. Tous les dosages 
sont faits en double ; on fait parallélement des essais 4 blanc pour 
vérifier que le sérum dilué ne précipite pas, sans addition d’antigéne, 
pendant le séjour a la glaciére, et pour pouvoir éventuellement défal- 
quer des résultats obtenus la quantité d’azote contenue dans ce précipité 
non spécifique. Des essais préliminaires nous ont montré que la quan- 
Hité d’azote précipité est plus grande lorsqu’on opére a froid, comme 
c’est le cas pour les sérums antipneumocccciques. La _ précipitation 
est plus rapide 4 37°, mais Ja quantité totale d’azote dans les préci- 
pités spécifiques est alors moindre. C’est pourquoi nous effectuons les 
précipitations, les centrifugations et les lavages des précipités spécifi- 
ques A la glaciére (une petite centrifugeuse « a angle » est placée a 
Vintérieur d’un frigidaire). 

Apres précipitation et centrifugation le liquide surnageant est 
décanté soigneusement et le petit tube 4 centrifuger est renversé sur 
une feuille de papier-filtre pour égoutter ; le précipité spécifique colle 
trés bien au fond du tube et ne se détache généralement pas. Le 
liquide surnageant est éprouvé, d’une part, en présence d’antigéne, 
d’autre part, en présence d’immunsérum, en vue de déterminer s’il 
y a exces d’antigéne ou d’anticorps. Le précipité spécifique est lavé 
deux fois en employant chaque fois 1 c. c. 5 de solution physiologique, 
4 0,85 p. 100 de NaCl, refroidi 4 environ 0°. Le précipité est chaque 
fois remis en suspension dans le liquide de lavage. Ce dernier est 
décanté aprés centrifugation. Des essais comparatifs sur la solubilité 
du précipité spécifique nous ont montré qu’elle est de lordre de 
0 milligr. 001 d’azote par centimétre cube de liquide de lavage ; on peut 


x 


donc, dans la majorité des cas, négliger !’erreur due a la solubilité. 
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On dose l'azote du précipité spécifique ainsi lavé par micro-Kjeldahl. 
A cet effet, il est transvasé quantitativement dans des ballons de 
Kjeldahl en utilisant quelques gouttes de NaOH N/10 pour dissoudre 
les particules qui restent collées aux parois des tubes. La combustion 
sulfurique est facilitée par ladjonction du catalyseur de Duma- 
zert [6]. Lors de la distillation, l’ammoniaque est regue dans une 
solution d’acide borique additionnée d’un colorant mixte (Rouge de 
méthyle + Bleu de méthyléne). L’acide borique n’agit pas sur ce 
colorant et on titre directement l’ammoniaque par une _ solution 
d’HCl N/70. 

Pour connaitre la quantité d’azote des anticorps contenue dans le 
précipité spécifique, il est nécessaire de soustraire du nombre obtenu 
par les dosages la quantité d’azote correspondant 4 l’antigéne préci- 
pité. En effet, l’antigéne glucido-lipidique O typhique contient d’aprés 
L. Mesrobeanu [20], 2,5 pour 100 d’azote (1). Lorsque la précipitation est 
faite avec une quantité d’antigéne telle qu'il n’en reste pas un excés 
dans le liquide surnageant le précipité spécifique, on peut admettre 
que tout l’antigéne ajouté se trouve inclus dans le précipité, et- la 
correction est facile a faire. 

Lorsque, au contraire, la précipitation est faite en présence d’un 
excés d’antigéne, on devrait doser l’excés d’antigéne dans le liquide 
surnageant pour pouvoir faire cette ‘correction. Notre intérét s’est 
porté surtout sur les zones d’excés d’anticorps et d’équivalence, c’est 
pourquoi nous n’avons pas fait de dosages supplémentaires lorsque 
Vantigéne était en exces. Les résultats des dosages d’azote dans les 
précipités spécifiques obtenus en présence d’um excés d’antigéne ont 
été corrigés comme si tout l’antigéne était inclus dans le précipité et, 
Lar conséquent, les nombres obtenus sont inférieurs A la réalité. (Ces 
résultats sont placés entre crochets dans les tableaux I et IV). 

Lorsque la précipitation des anticorps a été faite non pas par l’anti- 
géne complet, mais par le hapténe glucidique, nous n’avons pas intro- 
duit de corrections puisque cet hapténe semble ne pas contenir d’azote. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX, 


Les techniques que nous venons de décrire nous ont servi 
pour doser les anticorps dans plusieurs sérums de lapins 
immunisés avec des suspensions de bactéries tuées (sérums 
anti-bactériens) et les sérums de lapins immunisés avec l’anti- 
vene glucido-lipidique (sérums anti-glucido-lipidiques). Nous 
donnons, dans le tableau I, & titre d’exemple, les résultats 
complets des dosages des anticorps par lantigéne glucido-lipi- 

(1) Ne pouvant pas sacrifier des quantités suffisantes d@antigéne de 
notre préparation pour effectuer un dosage précis, nous avons adopté 
cette indication pour nos calculs. Des dosages approximatifs d’azote 


de nos préparations d’antigeéne nous ont donné des résultats analo- 
gues (2 a 3 p. 100). 


ae 
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dique dans deux sérums. Les courbes A et B de la figure 4 tra- 
duisent graphiquement ces résultats ; des courbes analogues 
obtenues avec plusieurs sérums différents et l’antigéne glucido- 
lipidique ou des préparations de hapténe sont reproduites sur 
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I. Mélange de sérums anti-glucido-lipidiques. 


.2 a1 milligr.) 0,8 | 0,094 | 0,005 | 0,089 | 0,44 |Excés d’anticorps. 

. 441 milligr.| 0,6 | 0,124 | 0,010 | 0,444 0,28 |Excés d’anticorps. 

641 milligr.| 0,4 | 0,136 | 0,015 0,124 0,20 |Excés d’anticorps. 
8 a1 milligr.} 0,2 

0 0,158 | 0,025 | (0,133) — |Excés dantigéne. 

0 


1c.c. & 1 milligr. 
On GGmnnOn Oda: male 05029) — |Excés dantigéne. 


4c.c. 5 a1 milligr. 


ll. Mélange de sérums anti-bactériens. 


0c.c.240 milligr. 5) 1,8 { 0,087 | 0,0025 | 0.085 0,85 |Excés d’anticorps. 
0c.c.58&0 milligr. 5) 1,5 | 0,441 | 0,006 | 0,435 0,54 |Excés d’anticorps. 
1 c.c. a 0 milligr. 5} 4 0,226 | 0.012 | 0,214 0,43 |Excés d’anticorps. 
2c.c. a 0 milligr. 5) 0 0,312 | 0,025 | 0.287 0,29 |Excés d’anticorps. 
3c.c. & 0 milligr. 5) 0 0,356 | 0,037 | 0,349 0,24 |Traces d’anticorps et d’antigéne. 
2c.c. a 0 milligr. 5) 0 0,384 | 0,050 | (0,334) — |Excés @’antigéne. 


(par centimétre cube de sérum). 


la figure 2. On voit que, comme dans d’autres systemes préci- 
pitants, au fur et & mesure que l’on augmente la quantité 
d’antigéne (ou de hapténe), la quantité d’azote des anticorps 
augmente dans le précipité spécifique ; lorsqu’on arrive a la 
zone d’équivalence (marquée par une petite fléche sur nos 
figures), la quantité d’anticorps précipités reste a peu prés 
stationnaire (ou augmente lentement) pour décroitre ensuite 
lorsqu’il y a un trés grand excés d’antigéne, par suite de la 
formation de composés solubles. 

Des résultats analogues ont été obtenus avec d'autres 


0,154 | 0,020 0,134 0,17 |Traces danticorps et d’antigéne. 
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Fic. 1. — Courbes de précipitation d'immunsérums de lapins 
par l’antigéne glucido-tipidique 0. 
A, sérum anti-glucido-lipidique. 
B, sérum anti-bactérien. 
A’, B', rapports N des anticorps milligramme d’antigéne dans les précipités. 
spécifiques en fonction des quantités dantigéne employées. 
y, début de la zone d’équivalence. 


TaBLeau II, 


SERUM 


métre cube de sérum 
RAPPORT 
milligramme d’N des anticorps 
but de la zone 
d’équivalence 


précipitable 
par l’antigéne glucido-lipidique 
ramme d’antigéne 


MAXIMUM D'N 
en miliigramme 
au dé 


millig 


par centi 


OO ee OOO | 


cmt 
te 
— 


40 60 
mg. antigene g-l. (courbes AetB) 
0,25 0,375 
mg. hapténe N?H (courbe C ) 
0,10 O15 
mg. hapténe N#Il ,(courbe D ) 


Fic. 2. — Courbes de précipitation de divers immunsérums 
par Vantigéne glucido-lipidique et des préparations de hapténe glucidique. 
A, sérum n° 28 (anti-bactérien) + antigéne glucido-lipidique. 
B, sérum n° 27 (anti-bactérien) + antigéne glucido-lipidique. 
C, sérum anti-glucido-lipidique (mélange) + hapténe n° II. 
D, sérum anti-bactérien (mélange) + hapténe n° III. 
yY, début de la zone d’équivalence. 


ites 


r) 
s 


dans les précipi 


0,20 


mg. hapténe NI 


20 
mg. haptéine NH? I 


Fic. 3. — Courbes de précipitation d'un méme immunsérum 
(anti-glucido-lipidique) par deux préparations de hapténe. 


A, hapténe n° 1. 
B, hapténe no? II. 
y, début de la zone d’équivalence. 


VOLUME DU SERUM 
en centimétres cubes 


bo tow Wb to 


Do bo WWD WWW 


—— | | | 
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TasLeau III. 
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A. Mélange de sérums anti-glucido-lipidiques et haptéene n° I. 


0c.c.580 milligr. 5.) 0,8 | 0,040) 0,40 |Excés d’anticorps. 


0c.c.620milligr.5.| 0,4 | 0,088} 0,29 |Excés d’anticorps. 
0c. c. 684 milligr.} 0,4 | 0,116] 0,19 |Traces d’anticorps. 
4 c..c. 44 milligr. | 0 0,442 — Excés d’antigéne. 
2¢.c.a1mulligr. | 0 0,094 — |Excés d’antigéne. 

B. Méme mélange de sérums et hapténe n° Il. 
0c.c.1a0milligr.4.] 0,9 | 0,042; 4,2 |Excés d’anticorps. 
O0c.c.380 milligr.4.] 0,7 | 0,090} 3,0 Excés d’anticorps. 
0c c.540 milligr.1.] 0,5 | 0,422] 2,4 |Faibles traces d’anticorps. 
0c.c.7a0milligr.4.} 0,3] 0,108 = Excés de hapténe. T lini } 
Oc.c. 44 milligr.| 0,9 |0,107| —  |Excés de hapténe. / 2°US ces liquides § 
Qc.c. 384 milligr.| 0,7 | 0,062} —  |Excés de hapténe. page preci 
Oc. c.5 a4 milligr.| 0,5 | 0,047] — |Excés de hapténe. ¢ PA) adjonction a 
0c.c. 74 milligr.| 0,3 |0,041] — |Excés de hapténe. solution d’antig: 
1e.c.a4milligr. | 0  |0,030] — |Excés de hapténe. } S!ucido-lipidique. 


sérums ; nous nous limitons donc A ne faire figurer, dans le 
tableau IL que les principaux résultats obtenus avec & sérums, 
& savoir : le maximum d’azote des anticorps précipitables par 
Vantigéne glucido-lipidique par centimétre cube de sérum, et 
le rapport azote des anticorps/mg d’antigéne, au début de la 
zone d’équivalence, c’est-d-dire au point ot on ne peut plus 
mettre en évidence la présence d’un excés d’anticorps dans le 
liquide surnageant le précipité spécifique. 

Les résultats complets de deux séries de dosages faits sur le 
méme sérum anti-glucido-lipidique avec deux préparations 
différentes de hapténe (n* I et ID sont reproduits dans le 
tableau LI et représentés graphiquement sur la figure 3. 

Pour pouvoir comparer les teneurs d’un sérum en anticorps 
précipitables par Pantigéne glucido-lipidique, d’une part, et le 
hapténe glucidique d’autre part, nous avons dosé les anticorps 
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sur un méme sérum a l’aide de nos diverses préparations. Le 
tableau IV résume les principaux résultats d’une analyse de ce 
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Rapports 


\ ew 
mg antigene F7. 
o4 
ag hapténe N? I 
0,03 04 
mg. haptéenes N3Z etl 


Fic. 4. — Courbes de précipitation d@un méme immunsérum 
(anti-bactérien) par 


A, antigéne glucido-lipidique. 
B, haptene ne III. 

C, hapténe n° II. 

D, hapténe n° I. 


Me a eg dane ee [peecipites ont toned 
, BY, C’, D’, rapports Sigene (ou haptene) précipités en fonction 


de la quantité d’antigéne (ou de haptene) employée. (Les"rapports correspon- 
dants aux expériences A et D ont été multipliées par 10.) 
y, début de la zone d’équivalence. 


genre faite sur un mélange de sérums anti-bactériens avec 
Vantigéne complet et les trois préparations de hapténe gluci- 
dique décrites plus haut. Les courbes de précipitation corres- 
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TaBLeau IV. 


ANTIGENE HAPTENE N° I 
glucido-lipidique 


Milligramme d’antigéne glucido-lipidique 
ou de hapténe ajoute par centimétre 
cube de serine. =e atone ae iete Oe a e053. | Ono mle te 0,05 | 0,15 | 0,30 |0,5¢ 

Milligramme d’N des anticorps précipités a 
par centimétre cube de sérum (4). . .| 0,067] 0,126) 0,182|[0,194}) 0,016) 0,040 0,077|0,05 
milligr. d’N des anticorps 

milligr. d’antigéne (ou hapténe) 

Gansoleuprecipiicus ust cies) tueiene rma | MURO um Che 


Rapports 


HAPTENE N° II HAPTENE N° II] 


ee ee ee 


Milligramme d’antigéne glucido-lipidique 
ou de hapténe ajouté par centimetre 
Gubevde=seruma sd ot se Mowe omer: 0,005) 0,04 | 0,02 | 0,03 } 0,005} 0,01 | 0,02 |0,0) 
Milligramme d’N des anticorps précipités 
par centimétre cube de sérum (1) . .} 0,048} 0,034] 0,052} 0,067] 0,026/0,047 | 0,072/0,0 
R t ‘milligr. d’N des anticorps 
fda milligr. d’antigéne (ou hapténe) 
dans le précipite. aR Lie iia as SIS 3,14] 3,4 12,67 | 12) Siar 4d 3. 6 
(1) Les dosages ont été faits sur 2 cent. cubes de sérum lorsque la précipitation a été faite par les hapténe 
(2) Excés d’antigéne ou de hapléne dans le liquide surnageant le précipité spécifique 
pondantes sont représentées sur la figure 4. Dans nos autres 
expériences nous avons été obligés, faute de quantités suffi- 
santes de sérum, de nous limiter aux dosages par l’antigéne 


complet et par une ou deux préparations de hapténe seule- 
ment. Les principaux résultats obtenus sur cing sérums diffé- 
rents sont résumés dans le tableau V. 


Discussion DES RESULTATS. 


Le systéme précipitant que nous avons utilisé dans cette 
étude permet un certain nombre de comparaisons qui nous 
semblent suggestives. Nous comparerons, tout d’abord, les 
résultats obtenus avec les sérums anti-bactériens A ceux obte- 
nus avec les sérums anti-glucido-lipidiques (§ 41), ensuite les 
courbes de précipitation des anticorps par l’antigéne a celles 
par le hapténe (§ 2), puis les rapports azote des anticorps/ 
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TABLEAU V. 


MAXIMUM D’N 
en milligramme 
par centimétre 
cube de sérum 
précipitable 
par 


N 


précipilé par le hapténe 
en p. 100 de Il’'N précipitable 


par Vantigéne glucido-lipidique 


SERUM 


géne 


-lipidique 


= 
S 
a 
w 
— 


NUMERO DU HAPTENE EMPLOYE 


les hapténes 


glucido 


Ne 27 (anti-bactérien) ara 0,064 


0,081 
Mélange de plusieurs sérums (anti-bactériens). . 0,081 


Mélange de plusieurs sérums (anti-glucido-lipidiques). 
Mélange de plusieurs sérums (anti-glucido-lipidique). 
Ne 25 (anti-glucido-lipidique) 


antigéne, aux rapports azote des anticorps/hapténe, et aux 
rapports analogues obtenus dans d’autres systémes précipi- 
tants (§ 3). Nous allons, enfin, montrer qu’un méme immun- 
sérum contient des anticorps ayant des réactivités différentes 
(§ 4). 

§ 1. — L’examen du tableau II permet de se rendre compte 
que les sérums de lapins immunisés a |’aide de bactéries tuées 
ont été, en général, plus riches en anticorps anti-glucido-lipi- 
diques que les sérums provenant d’animaux ayant recu des 
injections d’antigéne glucido-lipidique seul. 

Les sérums anti-bactériens contiennent, en outre, des anti- 
corps pouvant réagir avec d’autres constituants des corps micro- 
biens, probablement des protéides. Nous avons, en effet cons- 
taté que seuls les sérums anti-bactériens étaient précipités par 
des solutions de fractions riches en protéides des produits d’hy- 
drolyse acide des corps microbiens ; nous avons méme pu 
utiliser cette propriété pour suivre la purification des hapténes 
(v. p. 000). 

Nous avons pu constater que dans les sérums des deux séries 
de lapins les rapports azote des anticorps/mg d’antigéne (au 


148 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
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début de la zone d’équivalence) sont pratiquement les mémes 
(tableau If) et ceci quelle que soit la teneur totale en anticorps. 
Il s’ensuit que les anticorps anti-glucido-lipidiques ont des 
caractéristiques semblables chez les animaux des deux séries 
différentes. Nous croyons pouvoir en déduire que Vantigene 
elucido-lipidique obtenu par la technique de Boivin et Mesro- 
beanu est identique a cette substance telle qu’elle est contenue 
dans les bactéries du point de vue de son action sur la forma- 
tion des anticorps. 

Lorsqu’on compare les courbes de précipitation (fig. 1, 2 
et 3) des sérums anti-bactériens 4 celles des sérums anti-glu- 
cido-lipidiques, on constate qu’avec ces derniers le maximum 
d’azote précipitable coincide avec le début de la zone d’équi- 
valence, tandis qu’avec les sérums anti-bactériens, méme en 
présence d’un excés d’antigéne (ou de hapténe) la courbe con- 
tinue & monter légérement. Ce fait pourrait faire supposer 
l’existence, dans les sérums anti-bactériens, 4 cdté des anticorps 
facilement précipitables par l’antigéne glucido-lipidique (ou le 
hapténe), d’anticorps de faible réactivité qui ne seraient préci- 
pités qu’en présence d’un excés d’antigéne ou de hapténe. On 
sait en effet que dans certains cas les antisérums contiennent 
des anticorps qui ne sont précipités qu’en présence d’anticorps 
facilement précipitables [v. par exemple 15]. Nous ne pensons 
pas que nos résultats puissent s’expliquer de cette maniére 
puisqu’on ne concoit pas facilement pourquoi des anticorps de 
ce genre et spécifiques pour l’antigéne (ou son hapténe gluci- 
dique) ne seraient présents que dans les sérums anti-bacté- 
riens. 

Nous croyons que l’on peut interpréter d’une maniére plus 
satisfaisante les résultats de nos expériences en se basant sur 
Vobservation récente de Boivin [2] que l’antigéne glucido-lipi- 
dique peut étre séparé en deux fractions ; l'une, quantitative- 
ment plus importante, est sédimentée par une centrifugation 
i grande vitesse (100.000 tours-minutes), l’antre, plus petite, 
ne sédimente pas dans ces conditions, Les expériences de Mor- 
gan et Partridge [24] et de Henderson [46] semblent également 
démontrer qua l’antigéne complet n’est pas un produit homo- 
céne. Ces faits expliquent bien les résultats de nos expériences 
de précipitation des sérums anti-bactériens par Vantigéne 
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complet (fig. 1, courbe B, fig. 2, courbes A et B, fig. 4, 
courbe A) ; on peut admettre, en effet, que lorsque la préci- 
pitation par le constituant principal de l’antigéne est achevé 
(et qu’on peut mettre en évidence son. excés dans le liquide 
surnageant), il reste encore des anticorps spécifiques du cons- 
tituant secondaire, et que c’est la précipitation de ces anti- 
corps qui est la cause de la montée de la courbe de précipita- 
tion. Un mécanisme analogue expliquerait le cas de la précipi- 
tation des sérums anti-bactériens par le hapténe (fig. 2, 
courbe D, fig. 4, courbes B, C et D), mais il faudrait admettre 
que la fraction non centrifugeable de l’antigéne contient un 
composé glucidique particulier libéré lors de hydrolyse acide, 
en méme temps que le hapténe glucidique du composé prin- 
cipal. On devrait donc supposer que les constituants de l’anti- 
géne complet n’ont pas la méme structure chimique, ce qui 
infirmerait l’hypothése de Boivin que les deux fractions de 
Vantigéne représentent « un méme composé chimique sous 
deux états de polymérisation différents ». Pour pouvoir, enfin, 
expliquer la raison pour laquelle les sérums anti-glucido-lipi- 
diques ne donnent pas de résultsts semblables, on pourrait 
Supposer que la (ou les) substance qui ne sédimente pas n’a 
pas provoqué la formation d’anticorps particuliers chez les 
lapins qui n’ont recu que des injections d’antigéne complet, 
ce qui ne cadrerait pas avec les données de Boivin qui écrit 
que cette substance est antigénique. L’hypothése la plus satis- 
faisante serait que la quantité des anticorps particuliers dans 
le sérum anti-glucido-lipidique, est telle qu’ils sont tous préci- 
pités lorsque le sont les anticorps réagissant avec le constituant 
principal de l’antigéne, et que c’est pour cette raison qu’on ne 
peut pas les mettre en évidence. 

§ 2. — Les courbes de précipitation des anticorps par l’anti- 
eéne glucido-lipidique complet (fig. 1) comparées a celles obte- 
nues avec les diverses préparations de hapténe (fig. 4) présen- 
tent une particularité. En effet, lorsqu’on porte, comme l’ont 
montré Heidelberger et Kendall [44], dans un systéme de 
coordonnées les rapports azote des anticorps/mg d’antigéne 
(dans les précipités spécifiques) en fonction des quantités d’an- 
tigéne utilisé, on obtient une droite pour la région correspon- 
dant & l’excés d’anticorps. Or, les résultats que nous avons 
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obtenus avec le hapténe donnent bien des droites (fig. 4, Bo 
et D’), tandis qu’il n’en est pas ainsi dans le cas de l’antigeéne 
complet (fig. 1, A’ et B’ et fig. 4, A’). L’erreur expérimentale 
est assez grande dans ces cas, mais n’est pas sulfisante pour 
expliquer cette divergence. Nous pensons plutot que ce fait 
doit étre attribué & la présence, dans les préparations d’anti- 
gine, de deux composés ayant des propriétés précipitantes 
différentes (2). 

La présence dans nos préparations d’antigene complet de 
hapténe glucidique, ne fut-ce qu’en trés faible proportion, 
devrait modifier le tracé de la courbe, puisque, comme le mon- 
trent nos résultats (tableaux I, II et IV) les rapports azote 
des anticorps/mg de hapténe (préparations n®* II et Ill) sont 
de beaucoup supérieurs aux rapports azote des anticorps/mg 
antigéne. Mais il est peu probable que nos préparations 
d’antigéne renferment du hapténe, puisque les_ bacilles 
typhiques ne contiennent pas de hapténe libre [20] et que, 
par ailleurs, nous avons soumis ces préparations 4 une dia- 
lyse prolongée. Nous croyons plutét qu’il s’agit ici, comme ci- 
dessus, de la présence dans i’antigéne complet, de fractions 
différentes pouvant étre mises en évidence par centrifugation 
a grande vitesse ou par voie chimique [2, 16, 24]. S’il en 
était ainsi, les diverses fractions de l’antigéne devraient pré- 
senter des rapports azote des anticorps/mg antigéne assez dif- 
férents, tandis que les rapports azote des anticorps/mg hap- 
téne devraient étre voisins pour les hapténes correspondants, 
car, comme nous l’avons signalé, les résultats obtenus avec 
nos préparations de hapténe donnent des droites. 

§ 3. — Pour pouvoir comparer entre eux des immunsérums 
analogues, ou méme des systémes précipitants différents, on 
peut prendre comme point de repére les rapports anticorps/ 
antigene correspondant aux teneurs des précipités spécifiques 
obtenus au début de la zone d’équivalence, c’est-d-dire au 
point ot il n’y a plus d’anticorps en exces. 


(2) Il n’est pas impossible que dans certains cas cette manidére gra- 
phique de représenter les résultats des réactions antigéne-anticorps 
ne puisse servir de critérium, pour prouver la non-homogénéité de 
lantigéne (dans le sens de la présence des deux composés réagissant 
dune maniére trés différente). 


fe 
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Les résultats de nos expériences montrent que les rapports 
azote des anticorps/mg hapténe scnt, pour les hapténes n®* I 
et Ill, de’ beaucoup supérieurs aux rapports azote des anti- 
corps/mg antigéne glucido-lipidique. En effet, nous avons 
trouvé pour les premiers des nombres allant jusqu’é 3,6 (au 
début de la zone d’équivalence), tandis que les rapports ana- 
logues avec l’antigéne sont de l’ordre de 0,2. Les rapports 
obtenus avec l’antigéne complet ne varient que trés peu d’un 
sérum 4 un autre et d’une préparation d’antigéne a une autre, 
puisque dans nos essais ils ont été compris entre 0,17 et 0,24 
(tableau Il). S’il se vérifie que ce rapport est constant sur un 
nombre sutfisant de sérums prélevés 4 des périodes trés dif- 
térentes de l’immunisation (3), il pourrait servir de base pour 
une technique simplifiée de dosage des anticorps O dans les 
sérums anti-typhiques. Il suffirait d’avoir une solution titrée 
d’antigéne glucido-lipidique O. On placerait dans une série 
de tubes a centrifuger des quantités constantes de sérum qu’on 
additionnerait de quantités variables de la solution d’antigéne. 
Apres précipitation et centrifugation, on examinerait les 
liquides surnageants pour savoir dans quel tube la totalité des 
anticorps O a été précipitée (absence d’anticorps O dans le 
liquides surnageants pour savoir dans quel tube la totalité des 
dire pour déterminer la quantité d’antigéne 4 employer pour 
se trouver au début de la zone d’équivalence. Cette quantité 
d’antigéne, multipliée par 0,2, correspondrait 4 la teneur en 
azote des anticorps O du volume de sérum employé. Une tech- 
nigue de ce genre ne donnerait évidemment que des résultats 
approximatifs, mais elle est bien plus rapide et simple que 
celle que nous avons employée. Toutefois, il faudrait s’assurer 
au préalable que dans tous les sérums le rapport que nous 
avons observé soit le méme. 

La constance de tels rapports a été observée dans d’autres 
systémes précipitants et a méme servi de base pour des déve- 


(3) Adair et Hamilton jl; v. aussi 45] ont constaté, en effet, que 
ces rapports augmentent au cours de la progression de |’immunisa- 
tion. Nous n’avons pas observé de variations notables des rapports chez 
nos animaux, mais il se peut que la durée totale de la période de leur 
immunisation n’ait pas été suffisante pour la mise en évidence de 
variations de ces rapports. 
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loppements théoriques. Boyd et Hooker [5 ; V. aussi 48], en 
se basant sur un grand nombre de rapports obtenus par divers 
auteurs avec différents systémes précipitants, ont admis que 
la grandeur du rapport est fonction des dimensions molécu- 
laires de l’antigéne : le rapport est d’autant plus grand que 
la molécule de l’antigéne est petite ; ils ont ensuite calculé des 
rapports théoriques en admettant, entre autres, des molécules 
sphériques. Sans entrer dans les détails de cette question, ce 
qui dépasserait le cadre de notre étude, nous voudrions cepen- 
‘dant dire que, si l’existence d’une certaine relation entre la 
erandeur moléculaire de l’antigéne et les rapports anticorps/ 
antigéne nous parait logique, nous croyons qu’il faudrait tenir 
compte aussi de la forme des molécules, ainsi que du nombre 
de groupements (de l’antigéne et de l’anticorps) qui peuvent 
se combiner entre eux, car il est probable que ce nombre 
n’est pas nécessairement proportionnel & la grandeur de la 
molécule. 

Dans le cas particulier qui nous occupe, nous trouvons un 
rapport bas pour l’antigéne complet et un rapport plus élevé 
pour le hapténe qui posséde évidemment des dimensions plus 
petites que l’antigéne complet. On ne posséde pas encore de 
données au sujet des masses moléculaires de ces composés ; 
nous ne pouvons donc pas vérifier, en nous servant de nos 
résultats, la théorie des auteurs américains. Tout ce que nous 
pouvons dire c’est que les rapports trouvés avec le hapténe 
sont du méme ordre de grandeur (un peu plus petits) que ceux 
observés avec certains polyosides du pneumocoque [42], 
tandis que les rapports trouvés avec l’antigéne complet se 
rapprochent de ceux obtenus avec certaines hémocyanines [5]. 

Nous venons de signaler que les rapports obtenus avec !’an- 
tigéne complet ne varient que dans des limites trés étroites. Tl 
nen est pas de méme des rapports azote des anticorps/mg 
hapténe glucidique obtenus avec les diverses préparations de 
hapténe (tableaux IIT et TV) : nous trouvons des rapports (tou- 
jours au début de la zone d’équivalence) de 2,4—2,6 avec le 
hapténe n° IT; de 3,5—83,6 avec le hapténe n° III, tandis 
qu’avec le hapténe n° I, préparé en partant de Vhydrolysat 
des corps bactériens, nous trouvons un rapport de 0,2 seule- 
ment. Ces dilférences pourraient étre dues, soit & la présence 
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dans ces préparations d’antigéne glucido-lipidique non hydro- 
lysé ou d’impuretés ne réagissant pas avec les anticorps, soit 
& la disparition, provoquée par l’hydrolyse trop poussée, de 
groupements pouvant réagir avec les anticorps. Toutes ces 
causes auraient pour effet d’abaisser les rapports. Nous ne 
pensons pas que nos préparations contiennent de l’antigéne 
non hydrolysé puisqu’elles se dissolvent trés facilement et 
donnent des solutions limpides, tandis que l’antigéne complet, 
méme en trés faible concentration, donne des solutions opa- 


_lescentes et ne se dissout que lentement. Les rapports élevés 


donnés par la préparation n° IIf qui a subi l’hydrolyse la 
moins poussée, plaident également en faveur de l’absence 
d’antigéne non hydrolysé dans nos préparations de hapténe. 
ll est, par contre, fort probable que la préparation n° I 
contienne, en plus du hapténe glucidique O, d’autres produits 
provenant de I’hydrolyse des corps microbiens. Lorsqu’on 
compare entre elles les courbes de précipitation obtenues avec 
les préparations n® I et II (fig. 3 et 4), on voit qu’elles seraient 
pour ainsi dire superposables 4 condition d’employer une 
quantité environ dix fois plus grande de la préparation n° I. 
On peut donc admettre, en premiére approximation, que la 
préparation n° I contient environ 90 p. 100 de produits autres 
que le hapténe glucidique de l’antigéne glucido-lipidique. 

Les préparations n° I et IT ont subi une hydrolyse assez 
prolongée et ont peut-étre été dégradées, ce qui expliquerait 
le fait qu’elles précipitent moins d’anticorps que ne le fait la 
préparation n° III (tableau IV et fig. 4). Il n’est pas impossible 
que le produit n° III ait, lui aussi, subi une altération partielle, 
mais, comme nous le disions plus haut, nous avons pris la pré- 
caution d’arréter rapidement l’hydrolyse dés l’apparition d’un 
précipité. Nous considérons donc la préparation n° HI comme 
la meilleure de celles que nous avons essayées et le rapport de 
3,6 comme le plus exact pour le hapténe glucidique O. 

La connaissance des rapports anticorps/antigéne (ou hap- 
tene) permet de faire le calcul des poids équivalents d’antigéne 
complet ou de hapténe capables de s’unir avec une molécule 
d’anticorps. La masse moléculaire exacte des anticorps anti- 
typhiques du lapin n’a pas été déterminée ; nous allons donc 
procéder par analogie et, sous cette réserve, admettre que cette 
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masse moléculaire est de l’ordre dé 150.000 (4). En se servant 
du coefficient 6,30 pour transformer le poids d’azote des anti- 
corps en poids d’anticorps et du rapport de 0,20 (tableau it), 
on trouve que le poids équivalent de l’antigéne glucido-lipi- 
dique O qui se combine avec une molécule d’anticorps au 
début de la zone d’équivalence est de l’ordre de 124.000. Diver- 
ses considérations, comme par exemple l’opalescence des solu- 
tions d’antigéne complet et sa sédimentation assez facile dans 
une centrifugeuse rapide [2], nous font penser que le nombre 
indiqué ne correspond qu’a une fraction de sa molécule et que, 
par conséquent, une molécule d’antigéne se combine avec plu- 
sieurs molécules d’anticorps au début de la zone d’équivalence. 
Ce fait cadrerait bien avec les données obtenues avec d’autres 
systémes précipitants [10]. 

Un caicul similaire pour le hapténe donnerait, en employant 
le rapport azote des anticorps/mg hapténe n° III = 3,6, un 
poids équivalent de hapténe glucidique de lordre de 7.000 
pouvant se combiner & une molécule d’anticorps au début de 
la zone d’équivalence. 

§ 4. — Lorsqu’on compare (tableau V) les quantités maxima 
d’azote des anticorps précipitables dans le méme sérum par 
Vantigéne glucido-lipidique et par le hapténe qui en dérive, on 
constate qu’une grande partie des anticorps anti-glucido-lipi- 
diques n’est pas précipitée par le hapténe. La proportion des 
anticorps précipitables par l’antigéne, et non précipitables par 
le hapténe, est variable d’un sérum a un autre, mais elle est 
toujours considérable et dépasse parfois 50 p. 100. L’ hydrolyse 
acide de Pantigéne glucido-lipidique améne donc une destruc- 
tion ou une élimination (dans les produits insolubles qui pren- 
nent naissance au cours de l’hydrolyse) d’une certaine partie 
de ce complexe pouvant réagir spécifiquement avec des anti- 
corps non précipitables par le hapténe glucidique. Réciproque- 
ment, les immunsérums contiennent des anticorps ayant des 
alfinités différentes : certains sont précipités par l’antigéne 
elucido-lipidique complet et par le hapténe glucidique, tandis 


(4) Des déterminations faites sur un certain nombre d’anticorps 
ont montré qu’ils ont, 4 exception des anticorps anti-pneumococciques 


du cheval, de la vache et du porc, des dimensions semblables aux clo- 
bulines normales (7) 8.0438, 19). 
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que d’autres ne sont précipités que par l’antigéne complet. On 
se rend compte trés facilement de ce fait en ajoutant de l’anti- 
géne glucido-lipidique aux liquides surnageant les précipités 
spécifiques obtenus par le hapténe, il se forme un précipité, 
méme dans les liquides ot tous les anticorps précipitables par 
le hapténe ont été éliminés (tableau IH, B). Cette constatation 
peut se faire aussi bien avec un sérum anti-bactérien qu’avec 
les sérums de lapins qui n’ont recu que des injections d’anti- 
géne glucido-lipidique. Elle prouve, une fois de plus, que 
l’animal produit des anticorps ayant des réactivités différentes, 
méme @ la suite d’injections d’un seul composé (mais possé- 
dant des groupements déterminants différents). 

On pourrait supposer que pour précipiter une quantité 
donnée d’anticorps dans un immunsérum, on peut employer 
indifféremment soit une certaine quantité d’antigéne complet, 
soit une quantité de hapténe correspondant 4 sa teneur dans 
lantigéne. Or l’expérience montre que ce raisonnement n’est 
pas exact, puisqu’en réalité il faut beaucoup moins de hapténe. 
Prenons, comme exemple, les résultats qui figurent dans le 
tableau IV. Pour avoir le droit de faire des comparaisons, 
adressons-nous aux quantités précipitables au début de Ja zone 
d’équivalence : avec 0 miligr. 02 de hapténe n° III on obtient 
un précipité spécifique qui contient 0 milligr. 072 d’azote 
des anticorps ; pour précipiter du méme sérum une quantité 
identique d’azote des anticorps avec de l’antigéne glucido- 
lipidique (également au début de la zone d’équivalence 
(v. tableau IV, 3° chiffre de la 1° et de la 2° rangée), il fau- 


drait 0 milligr. 072 = O milligr. 336 d’antigéne glucido- 


09 
0,182 
lipidique. Or cette quantité d’antigéne contient environ 
0 milligr. 160 de glucides (5), et nous n’avions employé que 
0 milligr. 02 de hapténe libre ; il a donc fallu huit fois moins 
de hapténe glucidique pour précipiter la méme quantité d’anti- 
corps. 

Nous pensons que ces résultats peuvent s’expliquer de la 
maniere suivante : hydrolyse acide en scindant la molécule 


(5) D’apres Boivin et Mesrobeanu 1]’antigéne elucido-lipidique typhique 
contient environ 45 p. 100 de glucides. 
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complexe d’antigéne, libére dans sa partie elucidique des grou- 
pements susceptibles de s’unir avec des anticorps. Ges groupe- 
ments seraient combinés dans le complexe et de ce fait ils ne 
peuvent pas réagir lorsque le hapténe est inclus dans la molé- 
cule d’antigene. Les groupements libérables par V hydrolyse 
sont vraisemblablement de méme nature que ceux qui ne sont 
pas masqués dans le composé complexe de l’antigéne, puisque, 
s'il en était autrement, on devrait pouvoir mettre en évidence 
des anticorps qui seraient précipités par le hapténe libre et 
non par l’antigéne complet. 

Au cours de ses recherches sur le hapténe de Forssman du 
bacille de Shiga, K. Meyer [22] a trouvé que hydrolyse 
acide de l’antigéne glucido-lipidique de ce bacille augmente 
(au quintuple de sa valeur initiale) son pouvoir neutralisant 
pour les hémolysines, et il a essayé d’expliquer cette augmen- 
tation également par la libération, par suite de l’hydrolyse, 
de la plupart des groupements dont dépend la « fonction 
Forssman ». 

Il est donc permis de dire que l’hydrolyse acide, qui clive 
Vantigéne glucido-lipidique en donnant naissance au hapténe 
glucidique libre, produit deux effets distincts. D’une part, i 
y a destruction, ou élimination avec les produits insolubles, 
de certains groupements susceptibles de fixer des anticorps, 
et de ce fait le hapténe obtenu ne peut pas précipiter certains 
des anticorps des immunsérums. D’autre part, cette méme 
hydrolyse libére d’autres groupements permettant au hapténe 
de fixer plus d’anticorps qu’il ne le fait lorsqu’il est inclus 
dans l’antigéne complet. 


CONCLUSIONS. 


En résumé, l'étude, par des techniques chimiques quanti- 
tatives de la réaction de précipitation des anticorps anti-typhi- 
ques O des immunsérums de lapins par l’antigéne elucido-lipi- 
dique O et le hapténe qui en dérive, nous a permis de faire les 
constatations suivantes : 

1° On peut doser avec précision la quantité d’anticorps anti- 
typhiques O par une technique semblable & celle employée par 
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Heidelberger et ses collaborateurs pour les sérums anti-pneu- 
mococciques. 

2° Les sérums de lapins inoculés avec des bacilles tués ont 
été trouvés plus riches en anticorps O que les sérums d’ani- 
maux ayant recu des injections d’antigéne glucido-lipidique ; 
les sérums anti-bactériens contiennent, en outre, d’autres anti- 
corps (anti-protéidiques >). Les anticorps O ont les mémes 
caractéristiques dans les sérums des deux séries d’animaux. 

3° Les courbes de précipitation des anticorps par l’antigéne 
glucido-lipidique présentent des caractéristiques particuliéres ; 
elles pourraient s’expliquer — sous certaines réserves — par 
Vhétérogénéité de lantigéne glucido-lipidique O  signalée 
récemment par Boivin. 

4° Le rapport azote des anticorps/mg antigéne glucido-lipi- 
dique dans les précipités obtenus au début de la zone d’équi- 
valence ne varient que trés peu : 0,17-0,21 pour divers sérums 
et plusieurs préparations d’antigéne. Une technique rapide de 
dosage approximatif des anticorps O pourrait étre basée sur 
la constance de ce rapport, si cette constance se vérifie sur un 
nombre suffisant de sérums différents. 

5° Les rapports azote des anticorps/mg de hapténe dans les 
précipités obtenus au début de la zone d’équivalence avec trois 
préparations différentes de hapténe ont été de 0,2 ; 2,4 et 3,6 ; 
le dernier de ces chiffres parait étre le plus correct. 

6° La connaissance des rapports anticorps/antigéne et anti- 
corps/hapténe permet de calculer approximativement les 
poids équivalents d’antigéne ou de hapténe pouvant so com- 
biner & une molécule d’anticorps au début de la zone d’équi- 
valence. Nous trouvons des poids de l’ordre de 124.000 pour 
lantigéne complet et de l’ordre de 7.000 pour le hapténe glu- 
cidique. 

7° Les immunsérums anti-typhiques contiennent des anti- 
corps ayant des affinités différentes : certains sont précipités 
par l’antigéne complet et par le hapténe glucidique, tandis 
que d’autres ne sont précipités que par l’antigéne complet. 

&° L’hydrolyse acide qui clive l’antigéne glucido-lipidique 
en mettant en liberté le hapténe glucidique produit deux effets 
distincts : d’une part, il y a destruction (ou élimination avec 
les produits insolubles) de certains groupements susceptibles 
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de fixer des anticorps ; d’autre part, hydrolyse libére d’au- 
tres groupements permettant au haptéene libre de fixer plus 
d’anticorps qu’il ne le fait lorsqu’il est inclus dans l’antigéne 


complet. 
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LA CULTURE ET LE POUVOIR DE SYNTHESE 
D’EUGLENA ANABALWA VAR, MINOR MAINX 


par Hisarake DUSI. 


Unstitut Pasteur. Service de Physiologie microbienne.) 


HisToRIQuE. 


Nous avions, en 1930 [2], essayé sans suceés de cultiver 
Euglena anabena dans des milieux minéraux et nous avions 
conclu que, malgré la présence de chlorophylle, E. anabena 
n’était pas autotrophe. Nous arrivions, rappelons-le, a la 
méme conclusion pour E. pisciformis. Pour celle-ci d’ailleurs, 
nous avons pu démontrer depuis la nécessité de deux facteurs 
de croissance qui ont été identifiés & la pyrimidine et au 
thiazol [5]. Cependant nous continuions a tenter d’acclimater 
E. anabena & divers milieux, et, en 19384-19382, nous avions 
réussi & constituer un milieu qui nous permettait d’entre- 
tenir pendant plus de deux ans le flagellé en question. 
A chacun des repiquages on ensemencait un tube de 
10 cent. cubes de milieu avec I goutte de culture ; 9 repi- 
quages en série furent ainsi effectués dans le milieu suivant : 
(NH,),HPO,, 1,0 g.; MgSO,, 7H,0, 0,2 ; KH,PO,, 0,2; KCl, 0,2; 
Fe,Cl,, 0,0025 ; eau bidistillée 1.000 cent. cubes, a pH 7,0 
par NaOH. Comme pour les Euglénes en général la culture en 
milieu minéral était toujours relativement pauvre. Nos pre- 
miéres conclusions semblaient donc devoir étre abandonnées 
et nous concluions (1933) [3] que E. anabena est autotrophe. 
Notons que, durant cette période, le phosphate d’ammonium 
a 6té le seul aliment azoté minéral ayant permis le dévelop- 
pement des flagellés. 

Depuis cette époque, quelques travaux ont paru sur le pro- 
bléme de la culture d’E. anabena. Hutner (1936) [40] n’obtient 
pas de développement de cette espéce en milieux minéraux 
(produits Merck), milieu de Dusi y compris. Hall (1988) |8] 
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conclut de ses expériences : 1° que le milieu de Hutner est 
trop concentré ; 2° que sa composition est défectueuse. Le 
milieu suivant : NH,NO,, 0,5; KH,PO,, 0,5 ; MgSO., 7H.0, 0,4 ; 
NaCl, 0,4; Fe.Cl,, trace ; eau distillée, 1.000 ; & pH 6,6, a 
permis & Hall (4937) [6] d’observer une action favorisante des 
sels de manganése. Celui-ci agit 4 des concentrations comprises 
entre 5x 40-* et 10-° M; la concentration optima étant 
de 5x 10—’ M. 

Hall a d’ailleurs constaté (1937) [7] que E. anabena réduit 
les nitrates avec une intensité comparable a celle de Chlorella, 
alors que dans les cultures d’Euglena deses le test pour les 
nitrites est négatil. 

Cependant Hall et Schoenborn (41938) [9], continuant leurs 
expériences, arrivaient 4 la conclusion que le développement 
VE. anabena en milieu synthétique minéral s’arréte lorsque 
la dilution de la peptone, apportée par les repiquages a partir 
du milieu d’entretien, atteint 1,6x40—’. Cette concentration 
limite serait de 5x 410-° pour E. deses. 

Les milieux suivants avaient été essayés : 4° « EA » 
NH.NO;,..0;5:;:Mg80,;.. 7H,0,.0)1 ; KH,PO,; 0355 NaGhyOaie 
FeCl,, 0,0028 ; eau, 1.000 ; 2° EA+ Mn(Cl,, 4H,0 (5 x 10-7 M.) ; 
3° milieu de Dusi, 1933. Notons que ces milieux sont dépourvus 
de calcium. Hall et Schoenborn concluent : E. anabena et 
E. deses ont perdu la caractéristique végétale de leur nutrition 
autotrophe. 

Mais Hall (1938) |8] réussit enfin & obtenir le développement 
(15 repiquages en série) dE. anabena dans le milieu suivant : 


NE NOs erate: Sa. ahi ed Re See ease 4 gramme. 
MeSO. ESO Aon sair pen petm aera sanen ks Senet 0 gr. 2 
RPO oN rete oo eC OER uth Gane 0 gr. 2 

CU CIN at nis eit a cori, ie) ements ie i cee te Okenat 

LMo\C Pi orirs ree Nar ee ee Laie Alot ei | 0 gr. 0025 
MnGlé 4H Orc een ee spl Eee ok os CRTs 0 gr. 0004 
Bau: distillléersss. ssa. eae cmt aero 1.000 cent. cubes. 


Chacune des cultures était laissée vingt et un jours a la 
température du laboratoire derriére une fenétre exposée 
i Pest. Dans les conditions de lexpérience, le calcul montrait 
que la quantité de peptone au treizisme repiquage était de 
1,2 x 10-° grammes par centimétre cube et Hall conclut alors 
qu’E. anabena est autotrophe. 
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Hall a noté une grande irrégularité du développement des 
cultures au cours des repiquages. Nous avons fait la méme 
constatation, d’ailleurs toute naturelle puisque la température 
et V’intensité lumineuse sont variables. 

Hall a noté aussi la présence de formes étiolées et non 
mobiles (semblant « moribondes »), nombreuses au premier 
repiquage, trés nombreuses (en majorité) au deuxiéme, prati- 
quement absentes au troisiéme et trés rares au quatriéme. Ces 
faits sont interprétés par Hall comme I'effet d’une action 
sélective des milieux inorganiques. Pour nous, il ne s’agit 1a 
que de l’influence de conditions défavorables : lumiére, pH, 
manque de substances nécessaires. D’aprés nos constatations, 
ces formes étiolées n’apparaissent pas obligatoirement au 
début du développement en milieu inorganique. D’ailleurs, il 
est trés difficile de dire exactement 4 quel moment commence 
la culture en milieu inorganique, puisque le milieu d’entretien 
est un milieu peptoné et qu’il y a, par conséquent, de la 
peptone apportée par les repiquages au début de chacun des 
essais d’adaptation au milieu minéral. [I] nous semble, contrai- 
rement a Hall, que les flagellés sont en général en meilleur 
état pendant les premiers passages dans ces milieux, peut-étre 
d’ailleurs grace a la présence de traces de peptone. 


TECHNIQUE. 


Lorsqu’en 41937 [4] nous avons publié notre travail sur la 
nutrition autotrophe chez les Euglénes, nous avions laissé de 
coté le probléme d’Euglena anabena. Nos résultats ne nous 
paraissaient pas établis avec suffisamment de certitude. Nous 
avions provisoirement adopté la conclusion de Hutner 
Euglena anabena n'est pas autotrophe. 

Durant plusieurs années, de 1932 4 1940, nous avons effectué 
de nombreuses expériences. Au début, nous avons utilisé les 
techniques ordinaires, c’est-d-dire que nous avons bouché les 
tubes avec du coton cardé. Par la suite, nous avons constaté 
avec A. Lwoff (4938) [44] que les bouchons de coton intro- 
duisent dans les expériences une cause d’erreur trés importante 
dans les recherches sur les facteurs de croissance. Nous avons 
en effet constaté, en étudiant le développement du flagellé 
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leucophyte Chilomonas paramecium, que celui-ci était sensible 
a des traces de pyrimidine et que la pyrimidine contenue dans 
les bouchons de coton pouvait passer dans les milieux de 
culture, sans qu’il y ait contact entre le milieu et le bouchon, 
probablement sous forme de fines poussiéres. D’autres sub- 
stances que la pyrimidine pouvaient se comporter de la méme 
facon. Nous comprenions pourquoi nos expériences avaient 
donné des résultats variables, comme également celles de Hall, 
et pourquoi aussi les conclusions de divers auteurs étaient 
contradictoires. 

Il s’agissait donc tout d’abord d’éliminer le coton. 
Nous avons utilisé les tubes employés déja par Lwoff et 
Dusi (4988) [44], tubes fermés comme la fiole de Gayon. Ce 
sont des tubes en verre Pyrex, rodés extérieurement. Sur le 
rodage vient s’emboiter un couvercle rodé prolongé par un 
tube recourbé vers le bas 4 45°. Ce tube est muni d’un tampon 
en amiante, préalablement porté au rouge, maintenu entre 
des tampons de coton de verre. Ce dispositif assure la stérilité 
et aération du milieu. 

D’autre part, la verrerie est lavée au mélange sulfochro- 
mique, au trichloréthyléne et a l’acide nitrique. L’eau utilisée 
pour la confection du milieu est de l’eau fraichement bidistillée 
dans un appareil en verre Pyrex, les produits chimiques des 
produits Merck pro analyst. 


SOUCHE. 


Nous avons utilisé la souche Mainx. 

Cette souche est assez délicate ; par exemple, elle ne supporte 
pas des concentrations de certains sels indifférentes aux autres 
Kuglénes, cause d’erreur possible qu’il faut connattre. 


MILIEUX DE BASE. 


Nous avons tout d’abord essayé de constituer un milieu de 
base favorable qui a été additionné de divers aliments azotés : 
phosphate, sulfate et nitrate d’ammonium a 1 p. 1.000. 
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Formules. 


N° 1, dérivée de la formule de Detmer : 


NCS OF eit; Ommemare cics rar) cmc arenes (ark hein teal tes 0,2 
ESET ietaie ahs Sats Bk fosers gx0) PS oe Se ong SES us 0,2 
KCI AR arises si bos he ease ee yee eee 0,2. 
[OLR a eg hy LR de te ct eee, he eee ROS 5 Ok gee Trace. 
N° 2, dérivée de la formule de Benecke 
NCS ORIN: Olen apc ot hy eae Reh. vee, awe. Soke AR cm tees de 0,1 
[Se 1D LOA 5 eee cae tray Senn ae eter eee a RL One re ea 0,4 
CCN A 260 es pects geminal alk 7 = Glial Aantal sme alle ee nee a weet ¢ Fal 0,1 
CaCl ee ERE EAECEE MC Pera oy er aia: cuts. Sea eee Trace 
N° 3, dérivée de la formule de Molisch : 
MGS OCLC OL Seacceiine, 125 arr thon es Fein CAPM ent Lod 9,4 
LSE IS EXO aot he ah ee Oe ey A ya cet ag ROM Ge nD, ON oO ge Oe aoe 0,4 
CAO ot btn sD ee a Oe Se ee 0,1 
BOHM soit - & ac asain devel uae her aie ieee SP On Aaron: eee ENE Trace 
N° 4, dérivée de ta formule de Sachs : 
RES Soars Ad oe a a a 0,4 
PEGA POC Mie eat ha ts See otis earns etek 0,4 
(CaS AMER csi yn 7s PRE ahs EM aN. So Ee oe eh ike Stench eee.) 8 0,4 
INCU, 55.5 elas BOS gone etc ee ebro Ie eMnPaeee pert UPr er 0,1 
len Gl spear eye ee Rae see oe t AERTS CA DEE eee Trace 
N° 5, milieu de Mainx (1928) [42] : 
INICIO, TTA ORs cyt co takin: Sct ONO. Wide tec NOIR Aamir 0,4 
[Rl PHONES ec naa donee ae Is oan RC Caen car oarearn ee 0,2 
IG Oil em Me Bre er ee Bs ee rr Nae rbz iE Re SS REAT Trace 
NOGes 
IN IGSSO es AINSI O)5 te PE eS nS SUES Cicy Leer mete cy ere rears 0,4 
1 CTT) ed oe Fak el Ch kaa RE 0,2 
TRG, “ee dean a An cantly os 15 ee Ee Cie ok Eek APA Pe aa oe 0,4 


Solution oligodynamique de Berthelot [4] : 1 cent. cube pour 1 litre. 


Ces milieux ont été ensemencés avec une souche entretenue 
en milieu minéral depuis deux ans. La formule 6 s'est révélée 
la plus favorable, ayant permis le-repiquage en série d’Euglena 
anabena. Nous avons vérifié que le méme résultat était 
obtenu en partant d’une souche cultivée en milieu peptoné. 
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CONCENTRATION DE L ALIMENT AZOTE. 


Les divergences des conclusions de plusieurs auteurs, rela- 
tivement au caractére utilisable ou non des nitrates, peuvent 
tenir a la concentration des nitrates dans le milieu de culture. 
Nous avons, en effet, constaté que la concentration de 1/1.000 
(0,006 M environ) en Ca (NO,), donne des résultats inconstants. 
Nous avons alors constitué des milieux dont la concentration 
en nitrate variait de 0,02 M a 0,0005 M, et constaté que la 
concentration optima se trouvait entre 0,004 M et 0,0005 M. 
La concentration de 4 p. 4.000, si souvent employée, doit 
done étre proscrite comme trop voisine de la concentration 
maxima tolérée. Au cours de nos premiers essais, nous avions 
utilisé une concentration trop forte en nitrate, et c'est ce qui 
nous avait fait conclure 4 tort que ceux-ci étaient inutilisables. 
En fait, Hall a montré que E. anabena était capable de réduire 
les nitrates (formation de nitrites) [7], et il a réussi 4 obtenir la 
culture du flagellé dans un inilieu a base de nitrate d’ammo- 
nium {8}. Nos expériences montrent qu’E. anabena est capable 
d’utiliser un nitrate comme unique aliment azoté. 


LA REACTION DU MILIEU. 


pH imatial. — Nous avons étudié des milieux de 3 pH ini- 
tiaux différents : 6,5, 7,0 et 7,5. Nous n’avons noté aucune 
dilférence de aspect des cultures (méme résultat qu’en 1930). 

Essai de milieux tamponnés. — Afin de trouver la limite 
approximative de la concentration en phosphate, nous avons 
ensemencé I goutte d’une souche en milieu peptoné a 41 p. 400 
dans des solutions de Sérensen diversement diluées et avons 
suivi la culture pendant vingt et un jours. Nous avons utilisé 
un mélange de Na,HPO, et de KH,PO,, de pH 6,81. 


CONCENTRATION 


on phOEp iis ETAT DES FLAGELLES 

Mijb0> 32." 5-2 nee Pas de flagellés mobiles, formes arrondies et étiolées. 
WUE E AeAtirnacte src) A col oc Pas de flagellés mobiles, formes arrondies et étiolées. 
M300 tacit Seen Pas de flagellés mobiles, formes arrondies et étiolées. 
MibUie ek... Toe : 


. . . Pas de flagellés mobiles, formes arrondies et étiolées. 
Témoins (eau bidistillée). Formes flagellés normales. 


a il 
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La solution M/600, qui empéche la croissance des Euglénes, 
est déja trop concentrée. Nous n’avons pu réussir a constituer 
un milieu tamponné pour E. anabeena, et nous avons aban- 
donné les efforts dans cette direction aprés avoir remarqué 
que le changement du pH au cours de la culture n’est pas trés 
considérable — (Hall et Schoenborn (1988) [9] avaient fait la 
méme observation) — et que ce changement ne géne en tout 
cas pas le développement des flagellés. 


ROLE DE QUELQUES ELEMENTS. 


Nous nous sommes donc arrété a la formule suivante : 


CEYUN@ A a5. Soule “Se ch BA 1 cen DNs see me eon 4 0,16 
MESO MH: Onmcmeer nim SEES Mae wes. 5, Conte elle! exter t 0,4 
KH CPO Atte ca tT Arete tee Sees ws Bie 0,2 
TISKC Hs che BGAN Tecate is ake pee Siero ae eS 0,4 
PAOROUCISUITCO mae eeiceratn bt et ek ce Ose aon ata eas this 4.000 


NaOH q. s. pour pH 6,8. 
Solution oligodynamique de Berthelot [1] : 1 cent. cube. 


Dans ce milieu, on peut obtenir la culture indéfinie 
d’E. anabena. Mais il ne faut pas oublier qu'il s’agit 
dune espéce particulitrement délicate. Dans des milieux 
purement inorganiques, les cultures sont toujours difficiles 
a obtenir et souvent irréguliéres. Nous sommes sur ce point 
d’accord avec Hall (1938) [8]. 

Si, du milieu utilisé, on supprime la solution oligodyna- 
mique de Berthelot, la culture s’arréte (culture faible au pre- 
mier repiquage, négative au deuxiéme). I] nous a paru inté- 
ressant de rechercher la nature des éléments indispensables 
de cette solution. Hall a montré en 1937 [6] que le manganése 
était particuliérement important pour E. anabena. 

Si dans notre milieu on remplace Ja solution de Berthelot 
par du fer (I goutte d’une solution 4 1 p. 10.000 de FeCl,, 
6H,O pour 10 cent. cubes), il n’y a pas de culture. Mais si 
Von ajoute du manganese, il y a développement ; pas de 
développement par contre en l’absence de fer. Le fer et 
le manganése sont donc des éléments indispensables a 


E. anabena. 
Pour Hall [6] l’effet du Mn se manifeste entre des concen- 


166 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


trations de 10-° A 5x 10-*® M, l’effet maximum se trouvant au 
voisinage de 5x 40-7 M. Nous avons essayé les concentrations 


suivantes 
FSSC 908 ae. OT ee ee eee = 
2S o0K MS ee Se ae eee + 
BSG A408 Met eS, aie a al 5 eer ate ee + 
ai ee lev as | SOE A, oe Seer mee une cs ye SS | — 
BSG TM sa. ae ee ee eres oe (ro) renee et ee ea == 
3 ~10~8 Mos Pe eee eee eee + 
5 M96 ME oes A ee ee ee + 
5 300-6. oe aoe as ee ee ee eee 4. 
SS ibe Me ete Are ele Gia el eee ee a 
25 X20 Mae eae. ee ae ee, Sn ee eo + 
BC 404M one nse) le One A - 


+ : 10-20 flagellés par millimétre cube; = : moins de 10 flagellés par milli- 


métre cube. 


Nous n’avons pas observé de maximum entre 2,5 x 40—* M 
et 2:5 x 10-* M. Les milieux témoins sans manganése donnent 
une culture faible au premier repiquage, mais le deuxiéme 


passage sans manganése est toujours négatif. 
On peut donc remplacer la solution de Berthelot par : 
MGR AEs, re . 2. 23X410-4X 2,5 X10—-SM 
Poth, GU40, 05 os. Uae: ieee Tae 2.5 X10—4M 


Dans le milieu ainsi constitué, nous avons ajouté 
substances suivantes 


PASO ga 25 ss; 3, 5) 8 Bee eee 2 ><10-—8 2 D0 
GESOss oe ar ols” ee Oe eee ee 4 i0t-£a'5 5c 10-9 
COGS: offs homered. te. SNS eee 2,5 <X 10-7 
WIGS 2%, 2 Ses ce Ak ee ee 25 x 10a 


Pour le sulfate de cuivre, la concentration 1/410° est trop 
élevée. A la concentration de 5 x 10—*, il agit comme les autres 
sels qui, tous, améliorent trés légérement le développement. 


Nous avons alors essayé les mélanges suivants : 


4° Zn + Cu 

20 Co + Ni 

3° Zn + Co 

4° Zn + Ni 

5° Zn + Co + Ni 

6° Zn + Co+ Ni+ Cu 


Chacun de ces mélanges a entrainé une légére amélioration 


de la culture. 
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Enfin nous avons tenté de savoir si le calcium était néces- 
saire. Dans un milieu od l’aliment azoté est un sel d’ammo- 
nium (NH,),HPO,, additionné de fer et de manganése, il n’y 
a pas de culture en l’absence de calcium, alors qu’au contraire 
il y a développement si l’on ajoute du CaCl,. I résulte done 
de ces expériences que, dans les conditions ot nous avons 
opéré, la solution de Berthelot peut é¢tre remplacée par un 
mélange de sels de fer, de manganése et de calcium. Ces 
3 éléments sont donc indispensables A la culture d’Euglena 
anabena. Ceci ne veut pas dire, bien entendu, qu’ils soient 
les seuls indispensables. I] est trés probable que les autres 
éléments reconnus nécessaires 4 la vie, zinc, cuivre, etc., 
doivent se trouver sous forme d’impuretés dans les réactifs 
que nous avons utilisés. 


Essals DE CULTURE A L’OBSCURITE. 


E. anabena fait partie du groupe des Euglénes qui ne 

5 5 I 
peuvent se développer qué la lumiére : organismes photo- 
trophes obligatoires. Nous avons fait sans succés de nouvelles 
tentatives de culture a l’obscurité dans un milieu peptoné 
additionné d’acétate de sodium, d’acide ascorbique ou d’acide 
ascorbique et de glutathion. 


CONCLUSIONS. 


Euglena anabeena est une espéce autotrophe, susceptible de 
se développer a la lumiére dans un milieu purement minéral : 
nous avons obtenu a l’heure actuelle 20 repiquages dans ces 
conditions, les 9 derniers dans des tubes fermés par un cou- 
vercle de verre, c’est-a-dire, pour autant que nous controlions 
notre milieu, en l’absence de toute trace de substance 
organique. 

Le développement d’E. anabena dans ces conditions est 
toutefois assez pauvre : le nombre des flagellés est de 10 4 20 
par millimétre cube. 

Les nitrates sont assimilables et utilisables comme unique 
aliment azoté, ainsi que les sels d’ammonium. 

La concentration du nitrate dans le milieu est un facteur 
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important du développement ; cette concentration, pour le 
nitrate de calcium, ne doit pas dépasser 0,001 M. | 

Le calcium, le fer et le manganése sont indispensables a la 
culture dE. anabena. 
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DOSAGE DES CHLORURES SANGUINS 
INFLUENCE DES CITRATES 
SUR LA REPARTITION DU CHLORE 
ENTRE LES GLOBULES ET LE PLASMA 


par V. CHORINE. 


(institut Pasteur, Service de M. le Professeur Marchouz.) 


La répartition du chlore entre les divers éléments du sang 
a fait objet d’innombrables travaux. Eisenman [3], en 1926, 
a remarqué que l’oxalate modifie la répartition du chlore dans 
le sang et que le plasma du sang oxalaté est ordinairement 
plus pauvre en chlorures que le sérum du sang défibriné. 
Guillaumin [4], en 1930, observe que les anticoagulants salins 
agissent tous par dilution du plasma ; de plus, chacun d’eux 
posséde une action spécifique ; ainsi, sous l’influence du citrate 
trisodique, le chlore va vers les globules ; le fluorure et l’oxa- 
late lui impriment une direction inverse. L’auteur conseille 
d’utiliser l’hirudine ou, a défaut, des doses minima d’anti- 
coagulants salins, pour troubler aussi peu que possible la 
répartition des chlorures. Laudat [5] a fait les mémes cons- 
tatations. Les observations de Guillaumin sur le citrate ne 
sont pas confirmées par Raszeja et Slavinsky [6]. Les deux 
auteurs polonais notent cependant une Iégére rétention du 
chlore par les globules dans le sang citraté ou additionné de 
doses faibles de chlorure de sodium. Par contre, dans le sang 
oxalaté, fluoré ou mélangé a des doses plus fortes de chlorure 
de sodium, l’échange du chlore entre les globules et le plasma 
se ferait librement. Blitstein [4] confirme les observations 
d’Eisenman pour ]’oxalate. D’aprés lui, le fluorure, le citrate 
et aussi le sulfate de zinc agissent de la méme facon. Toutes 
ces substances ajoutées au sang diminuent le taux des chlo- 
rures plasmatiques. Il conseille d’utiliser pour le dosage des 
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chlorures, l’hirudine ou le liquoide qui, d’aprés lui, ne modi- 
fieraient pas sensiblement le taux respectif des chlorures. 

Dans le présent travail nous étudions l’influence qu’exer- 
cent les citrates sur les dosages du chlore. Nous avons utilisé 
le citrate trisodique pur pour analyse, de Rhdne-Poulenc ou 
celui de Merck, de méme que les divers mélanges de ces 
citrates et d’acide citrique pur pour analyse, de Rhdéne- 
Poulenc. 


Tecunigue. — Les dosages du chlore ont été faits par la 
méthode de Laudat [5], sur 2 cent. cubes de liquide. On dose 
le chlore du sang total et du plasma. Les protéides plasma- 
tiques sont évalués sur 2 cent. cubes de plasma par dosage 
d’azote suivant la méthode de Kjeldahl. Le coefficient de 
6,25 a été admis pour la transformation de l’azote en pro- 
téides. Toutes les analyses ont été faites en double. Nous 
avons fait les dosages de protéides plasmatiques pour la raison 
suivante : on admet que les protéides ne traversent pas la 
membrane globulaire et que, par conséquent, les variations 
de la concentration de ceux-ci dans le plasma traduisent les 
échanges d’eau qui se produisent entre le plasma et les glo- 
bules. Pour suivre le sort des chlorures, nous avons toujours 
calculé le rapport protéides plasmatiques/chlore plasmatique 
qui, lui, n’est pas influencé par le seul échange d’eau entre 
globules et plasma. 

Nous savons que tous les anticoagulants utilisés jusqu’é 
présent provoquent une dilution du plasma par l’eau venue 
des globules [2]. Il en résulte que la diminution du taux des 
chlorures observée dans le plasma ne traduit pas toujours une 
diminution réelle de ceux-ci ; en effet, dans le cas ott la dimi- 
nution de la concentration en est proportionnellement plus 
faible que la dilution du plasma, il y a foreément passage des 
chlorures globulaires dans le plasma. 

Le volume globulaire a été déterminé & l’hématocrite. La 
centrifugation est faite & la vitesse de 10.000 tours-minute 
pendant quarante-cing minutes. Le volume globulaire du sang 
témoin a été déterminé sur un échantillon hépariné A 0,015 
p. 100, car nous savons que l’héparine utilisée dans cette 
proportion trouble trés peu les mesures. 


a Le 
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Comme témoin, nous avons utilisé le sang non additionné 
(anticoagulant, recueilli dans des tubes paraffinés ou non 
et centrifugé aussitét. 


LES DOSES FAIBLES DE CITRATE TRISODIQUE PROVOQUENT UNE 
AUGMENTATION DU CHLORE PLASMATIQUE. — Voici une de nos 
expériences faite sur le sang de lapin. La saignée a été pra- 
tiquée par ponction carotidienne. Le plasma du sang, recueilli 
en tube paraffiné, sans addition d’anticoagulant, et centrifugé 
aussitot la prise de sang, nous sert de témoin. Une autre 
partie du méme sang a été additionnée de citrate trisodique 
en poudre a raison de 0,5 p. 100 et centrifugée quinze minutes 
plus tard. 
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Expérience 1. 

IRSoMONINS Be Oe -| 32 | 0,306] 0,314) 0,288) 1,09 | 0,244] 0,092) 6,08 | 19, 
Sang citraté 40,5 p. 100.| 26 | 0,305 | 0,347] 0,185] 4,88 | 0,257] 0,048] 5,61 | 16, 


Contrairement aux expériences de Guillaumin, de Raszeja 
et Slavinsky et de Blitstein nous avons constaté dans le sang 
citraté une augmentation de chlore plasmatique et une 
diminution du chlore globulaire. Ce phénoméne est d’autant 
plus marqué que le volume plasmatique augmente et que 
celui des globules rouges diminue aprés l’addition du citrate. 


LA REPARTITION DU CHLORE DANS LE SANG A LA SUITE DE L’ADDI- 
TION DE CITRATE RESTE STABLE AU MOINS VINGT-QUATRE HEURES. 
— Pour expliquer la discordance entre nos résultats et ceux 
des auteurs précités, nous avons supposé que le chlore se 
déplacerait lentement et peut-étre d'une facon réversible entre 


Cl. plasmatique 
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les globules et le plasma, l’équilibre définitif ne s’établissant 
qu’au bout d’un certain temps. Les résultats varieraient en 
conséquence suivant le temps qui s’est écoulé entre addition 
d’anticoagulant au sang et le prélévement de |’échantillon a 
analyser. Pour vérifier cette hypothése, nous avons analysé 
une partie d’un méme sang citraté, cing minutes (temps néces- 
saire & la centrifugation du sang pour séparer les globules) 
apres la dissolution de |’anticoagulant et conservé une autre 
partie pendant vingt-quatre heures a la glaciére, a la tempé- 
rature de + 2°. 

Voici les résultats obtenus avec du sang artériel de lapin. 


Expérience 2. 
TAUX DU CHLORE _PROTEIDES 


plasmatiques! 
p- 100 p. 100 


Plasma de sang non additionné d’anti- 

CUMIN Sc co o 5 oo 6 a.4 0,286 RS) 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 

de citrate trisodique et séparé aus- 

sitot aprés la dissolution de l’anti- 

COASUIE Mb race eoustecnte Moment 0,301 (+ 5,2) 7,2 (— 8,9) 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 

de citrate trisodique, séparé et ana- 

lysé 24 heures aprés la prisedesang. 0,301 (+4- 5,2) 7,2 (—8,9) 


On voit que la nouvelle répartition du chlore a la suite de 
Paddition d’anticoagulant est trés rapide et reste stable au 
moins vingt-quatre heures. Le plasma s’enrichit en chlore ; 
le taux de celui-ci dans le plasma s’éléve et cela malgré l’aug- 
mentation du volume plasmatique due 4 l'eau venue des glo- 
bules, comme on peut en juger d’aprés la diminution de la 
concentration des protéides plasmatiques. Par conséquent, les 
divergences que nous avons observées entre nos résultats et 
ceux des auteurs précités ne s’expliquent pas par une dilfé- 
rence de temps de contact du sang avec l’anticoagulant. 

L’identité des résultats obtenus sur le plasma citraté quand 
analyse est faite dans le temps minimum ou vingt-quatre 
heures aprés que le sang a été recueilli indique trés nettement 
que les chilfres rapportés dans les autres expériences de ce 


travail ne peuvent ¢tre critiqués par raison de retard dans 
nos opérations. 
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SI LES DOSES FAIBLES DE CITRATE TRIBASIQUE PROVOQUENT UN 
APPAUVRISSEMENT DES GLOBULES ROUGES EN CHLORE, DES DOSES 
PLUS ELEVEES DE CETTE MEME SUBSTANCE AGISSENT DIFFEREMMENT. 
— Des résultats contradictoires obtenus avec des doses ditffé- 
rentes d'un méme anticoagulant nous ont obligé a recom- 
mencer nos expériences plusieurs fois. Nous avons utilisé des 
citrates de diverses provenances sans constater une différence 
(action quelque peu appréciable. Voici une de nos expé- 
riences faites sur le sang artériel du lapin additionné du citrate 
tribasique soit de Poulenc, soit de Merck, tous deux utilisés 
aux mémes doses. 
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Expérience 3, faite sur le sang artériel du lapin. 
Sang citraté a 1 p. 100 

(citrate de Poulenc) .| 29 | 0,273 | 0,323 | 0,452] 2,125 | 0,229 | 0,044} 59,9 | 18,5 
Sang citraté a 1 p. 100 k 
(citrate de Merck) . .| 29 | 0,273) 0,323 | 0,152) 2,125 | 0,229) 0,044] 59,9 48,5 


Nous avons étudié aussi l’action des doses croissantes de 
citrate trisodique. Voici a titre d’exemple deux de nos expé- 
riences (v. p. 174). 

Il résulte de ces expériences que les doses fortes de citrate 
neutre atténuent de plus en plus la perte en chlore des glo- 
bules. Les doses trés fortes, telles que 20 p. 1.000 peuvent 
provoquer déja sur certains échantillons de sang un passage 
du chlore en sens contraire, du plasma vers les globules. Les 
divers sangs ne réagissent pas avec la méme intensité aux 
mémes doses de citrate, qui peuvent provoquer soit la dimi- 
nution, soit l’augmentation des chlorures globulaires suivant 
les cas. 

Remarquons aussi que le rapport chlore plasmatique/chlore 
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CHLORE 
dans 
100 cent. cubes 
de sang 
en grammes 


TAUX DU CHLORE 


p. 100 


GLOBULAIRE 
p- 100 


RAPPORT 
Protéides plasmatiques 


plasmatiques 


RAPPORT 
Cl. plasmatique 
Cl. globulaire 
PROTEIDES 
plasmatiques 


Ci. 


VOLUME 
Plasma 
Plasma 
Globules 


| Globules 


Expérience 4, faite sur le sang artériel de iapin. 


Sang non additionné d’an- 
ticoagulant.. Aes 26,5] 0,342 | 0,346 | 0,249 58 0,058 
Sang citraté 4 raison ‘de be 
O34) 100 re. 23,0} 0,307 | 0,353 | 0,152| 2,32 | 0,272 | 0,033 
Sang citraté @ raison ‘de 
0,5 p. 100 23,0] 0,305 | 0,342} 0,483 263 | 0,042 
ee citraté a raison de 
400 0,304 332 | 0,180 8 ,265 | 0,036 

Saas ‘citraté & raison de 


0,296 0,242 7 | 0,250] 0,046 


Experience 5, 


Sang non additionné d’an- 
ticoagulant 5] 0,276 | 0,333 | 0,184 
Sang citraté 4 raison de 
(Sh ee hy, Nie ane eae 31 0,275 | 0,336 | 0,134 
Sang citraté & raison de 
1 p. 100. 9,0) 0,273 | 0,323 | 0,482 
Sang citraté @ raison de 


0,268 | 0,343 | 0,138 


elobulaire varie dans le méme sang de 1,27 A 2,32 pour le 
méme citrate trisodique utilisé & des doses différentes. 


INFLUENCE DES MELANGES CITRIQUES ACIDES UTILISES COMME 
ANTICOAGULANTS SUR LA REPARTITION DU CHLORE DANS LE SANG 
— Dans un travail antérieur nous avons vu qu’on peut régu- 
lariser la répartition d’eau entre les globules et le plasma en 
utilisant comme anticoagulant les mélanges acides d’oxalate 
ou de citrate. D’autre part, on sait depuis les travaux d’Ham- 
burger que Venrichissement du sang en CO? et plus généra- 
lement en acides provoque une augmentation des chlorures 
globulaires, donc un phénomeéne inverse de celui que déclen- 
chent les doses faibles de citrate trisodique neutre. Nous nous 
sommes demandé s'il est possible de conserver, comme pour 
les protéides, la répartition préexistante du chlore entre les 


ae. 
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divers éléments du sang en utilisant des anticoagulants salins 
acides. Pour résoudre cette question, comme dans le travail 
préecédent, nous nous sommes servi des mélanges acides de 
citrates préparés de la facon suivante. 

On dissout lacide et le citrate dans l’eau distillée chaude 
et, aprés dissolution, on évapore l’eau au bain-marie. Quand 
le mélange commence & cristalliser, on l’enléve du bain-marie 
et on le refroidit en agitant, pour l’homogénéiser le plus pos- 
sible, pendant que la cristallisation s’opére. Ensuite, on le 
desséche dans le vide sur l’anhydride phosphorique et on le 
réduit en poudre fine dans un mortier. On conserve ultérieu- 
rement ces corps sous le vide dans un dessiccateur en présence 
d’anhydride phosphorique. Nous avons additionné 9 grammes 
d’acide citrique : 1° de 7 gr. 3 de citrate trisodique, c’est 
notre mélange n° 1; 2° de 9 grammes de méme citrate, 
mélange n° 2; 3° de 12 grammes, mélange n° 3; 4° de 
15 grammes, mélange n° 4 ; 5° de 18 grammes, mélange n° 5; 
6° de 21 grammes, mélange n° 6 ; 7° de 26 grammes, mélange 
n° 7 et 8° de 30 grammes, mélange n° 8. Pour avoir des résul- 
tats constants et comparables, il faut éviter d’utiliser ces 
mélanges avant une dizaine de jours en les conservant comme 
nous l’avons déja dit précédemment. Dans ces conditions, 
laction des citrates ne dépend plus du temps depuis lequel 
ils ont été réduits en poudre et cela reste vrai pendant plu- 
sieurs semaines. Guillaumin a déja constaté la variabilité 
d’action des citrates sur les dosages du chlore dans les divers 
éléments du sang. Le mode d’opération que nous _pré- 
conisons permet d’éviter cet imconvénient pour un temps 
assez long. 


EN AUGMENTANT LA PROPORTION DE L’ ACIDE DANS LE MELANGE 
ANTICOAGULANT LE TAUX DU CHLORE PLASMATIQUE DIMINUE ET LE 
CHLORE GLOBULAIRE AUGMENTE. — L’anticoagulant a été utilisé 
’ la dose de 5 p. 1.000. Les variations dans le comportement 
du chlore sanguin sont bien définies par modifications du 
rapport protéides plasmatiques/chlore plasmatique, sans quon 
soit obligé de recourir & des dosages de chlore supplémentaire 
dans les globules, surtout que ces derniers dosages sont tou- 
jours entachés d’erreur en raison de la difficulté technique 
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Sang noo additionné d’anticoagulant . . . .| 36 0,325 6,02 } 48,5 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 1.| 42 0,267 6,70 | 25,4 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 2.| 37 0,277 6,10 22,0 


Expérience 7. 


Sang non addilionné d’anticoagulant ‘ 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6. 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 7. 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de citrate trisodique. 


21 0,344 6,08 | 19,4 
3 | 0,296 6,25 | 2,4 
9 | 0,300 5,82) | 19,4 
6 | 0,347 5,64 16,2 


Expérience 8. 
Sang non additionné d’anticoagulant . 


¢ 0,374 6,69 | s By is) 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 5. 0,239 6,59 | 28,8 
Sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6. 0,261 6,64 | 25,3 


qu'exige la mesure exacte du volume globulaire. Voici quelques 
expériences sur le sang artériel de lapin. 

Comme on pouvait le prévoir, le rapport protéides plasma- 
tiques/chlore plasmatique augmente avec l’acidification des 
anticoagulants, c’est-a-dire que le chlore plasmatique diminue 
de plus en plus. Au contraire, quand on utilise le citrate triso- 
dique ce rapport est plus faible que dans le sang témoin, non 
additionné d’anticoagulant, par conséquent ici la quantité de 
chlore plasmatique est augmentée aux dépens du chlore glo- 
bulaire. Entre ces deux limites, c’est avec le mélange n° 7 
que le rapport s’approche le plus des chiffres observés dans le 
sang témoin; avec certains échantillons de sang ce rapport 
reste méme identique pour le sang témoin non additionné 
(anticoagulant et pour le sang additionné du mélange n° 7. 
fl n’y a plus déplacement du chlore des globules dans le 
plasma, ni en sens contraire : la répartition du chlore demeure 
la méme que dans le sang témoin non additionné d’anticoa- 
gulant. Avec le mélange n° 7 la répartition du chlore ne varie 
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donc. pas, mais nous signalons que la répartition d’eau est 
modifiée, le plasma se trouve dilué par l’eau globulaire, car 
nous voyons que la concentration en protéides de ce plasma 
est plus faible que celle du plasma de sang non additionné 
d’anticoagulant. Malgré cela la quantité totale de chlore dans 
les divers éléments du sang reste la méme. 

Avec le sang humain les résultats sont sensiblement de 
méme ordre, mais d’intensité différente. Voici quelques-unes 
de nos expériences A titre d’exemple. 
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Expérience 9. 


Plasma de sang non additionné d’anticoagulant . . . . 
Plasma de sang additionné de 0,5 p, 100 de mélange n° 4. 


Expérience 10. 


Plasma de sang non additionné d’anticoagulant . . . .| 0,355] 7.58 | 21,4 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 4.] 0,197 | 7,66 | 38,9 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 5.| 0.195 | 7,52 | 38,6 


Expérience 1}. 


‘Plasma de sang non additionné d’anticoagulant . . . .| 0,378] 8,61 | 22,8 

Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6.| 0,343] 9,00 | 26,2 
Experience 12. 

Plasma de sang non additionné d’anticoagulant.. . . .| 0,353) 9,17 | 26,0 

Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 5.| 0,190 | 8,83 | 46,5 

Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6.] 0,203 | 8,49 | 41,8 
Expérience 13. 

Plasma de sang non additionné d’anticoagulant. .. . a8 | 7,70 | 20,9 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6.] 0,329 | 7,70 | 23,4 
Expérience 14. 

Plasma de sang non additionné d’anticoagulant . . . .| 0,362) 8,40 ) 23,2 
Plasma de sang additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 6.) 0,200] 8 31 41,6 
Plasma de sany additionné de 0,5 p. 100 de mélange n° 7.| 0,257] 8,06 | 31,4 


Comme pour le sang du lapin, lacidification du sang améne 
une diminution du chlore plasmatique. Le sang humain parait 
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étre plus sensible a l’action de l’acidification que celui du 
lapin, car les mélanges méme les moins acides provoquent 
déja une déchloruration importante du plasma. 

Les résultats trés contradictoires obtenus par les divers 
auteurs trouveront une explication facile dans des variations 
légéres de l’acidité ou de l’alcalinité du citrate utilisé et plus 
généralement dans les conditions des expériences qui agis- 
sent sur le pH final du sang in vitro. 


DosaGE DES CHLORURES DANS LE SANG DEFIBRINE ET DANS LE 
skruM. — D’aprés les expériences exposées ci-dessus, on voit 
que les citrates conviennent mal pour les dosages des chlo- 
rures sanguins et leur emploi, méme a des doses faibles, doit 
étre abandonné. Nous avons voulu savoir, si, au point de vue 
pratique, il ne serait pas plus exact de mesurer le chlore glo- 
bulaire et le chlore plasmatique sur le sang défibriné ou, a la 
place du plasma, d’utiliser le sérum. Voici les résultats que 
nous avons obtenus avec du sang de lapin. 


Expérience 15. 


On saigne un lapin a la carotide. Une partie du sang est centrifugée 
immédiatement, une seconde est défibrinée dans un ballon a perles, 
la troisitme, recueillie dans un tube & essai bouché au liége, est aban- 
donnée a la glaciére pendant vingt-quatre heures pour avoir le sérum. 
Pour la partie centrifugée immédiatement, on sépare les globules du 
plasma. Celui-ci est divisé en deux : une partie est analysée de suite, 
Vautre est soumise A coagulation pour en avoir le sérum. Le sang défi- 
briné est analysé aprés quinze minutes, le sérum du sang et du plasma 
apres vingt-yuatre heures. 

CHLORE 
dans 100 cent. cubes 
en grammes 


Plasma du sang non additionné d’anticoagulant. 0,328 


Sérum’ du saneidenbrinés 206. 0a . . + 0,339 (+ 3,4p. 100) 
S SLUM CLL 8S Se eee ee 0,337 (+ 2,7 p. 100) 
Sérumsdu: Sang a eee) eae eee ee . 0,339 (+ 3,4 p. 100) 


Il ressort de cette expérience que les résultats d’évaluation 
du chlore dans les divers éléments du sang sont plus exacts 
sur le sang défibriné que sur le sang citraté. Combiné avec la 
mesure du volume globulaire, de préférence sur le sang hépa- 
ring, la recherche du chlore dans le sang défibriné permettra 
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une appréciation de la répartition des chlorures entre les 
globules et le plasma relativement correcte. De méme, le 
sérum du sang ou celui du plasma permettent un dosage assez 
exact du chlore dans la partie liquide du sang. 


CONCLUSIONS. 


1° Les ions-chlore sont trés mobiles et passent facilement 
du plasma dans les globules rouges et vice versa. 

2° Les doses faibles de citrate neutre additionnées au sang 
provoquent une diminution du chlore globulaire et un enri- 
chissement du plasma en chlorures. La dilution du plasma par 
Veau globulaire, résultant de l’augmentation de la concentra- 
tion moléculaire du plasma par le citrate ajouté, peut masquer 
ce dernier phénoméne. 

3° Les doses croissantes de citrate neutre ralentissent le plus 
souvent la sortie du chlore des globules. 

4° L’addition au sang de substances a réaction acide pro- 
voque un appauvrissement du plasma en chlore et une 
augmentation du chlore globulaire. 

5° Certains mélanges de citrate trisodique et d’acide 
citrique permettent de conserver la répartition du chlore telle 
quelle était dans le sang non additionné d’anticoagulant. La 
quantité totale de chlore dans les globules et le plasma pris 
séparément reste constante, mais le taux de celui-ci varie dans 
le plasma et dans les globules, |’anticoagulant modifiant la 
répartition d’eau entre les divers éléments du sang. 

6° Au point de vue clinique, l'utilisation des citrates pour 
le dosage des chlorures sanguins est & condamner. Le dosage, 
pratiqué sur le sang défibriné, donne des résultats plus corrects 
que celui qu’on obtient avec le sang citraté. 
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